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緒 雷
昨曳 医薬品の安全性に つ いてかなり高い関心が集められて い る｡ 例え拭 最近で 噛再
発媒痛剤で あるブ 瓜 エ ー )i/ブタゾンとオ串シフ 芯 ンブタゾンの重篤な謝作用に対して , そ
の健脚ま慢性関節7) ム ー マ テ等のみ に適摺するように使用制限鍋 施行された｡ また, 古
くは Thalido mide禍以親 医寮品の胎党に対する安全性の確採は必要不可欠な問態とな っ
た｡ 今田医薬品の胎児へ の有寄怖用は次の3大境一郭こ分締られる｡
(1)器官形成期に作問した場合の内部奇形および外菱和臥
(いわゆる形態異常)
(2)胎児死亡
(3職能異常
時に近年注目されてい るの 昧 形態的に正常であるが概能異常をひき起こす医薬品の場
合の判別方法として , 新しい概念である守瑠戯常を義額縁として いる行動奇形学 Oeha v-
io ralteT a七ology) の領域で ある｡ この分野の研究晩 藤拝らによ って中枢作用葦を中心
に種々行なわれてい る｡ (I) (Z) (3) この実験系の利点枕 妊娠軌拳へ の薬物の投与の鮭晩
発 一 位代 (FI)において形態的に正常であ っ ても, 内臓器官などの棟能異常をひき起こす
可能性のある医薬品に対して,･薬理反応を応用した不顕牲練能異常の発現という手法を伺
いて試験できる点である｡
このように医薬品の催奇形性を含む毒牲の検査に つ いて 昧 多種多様に確立されてきた
が著者は 琳 め医薬品の催帝形性換索の ための in vivo を卿 ､た生殖毒性および発生毒性
徹 のみで は不充分で あると考える｡ 例え昧 in viv oにお抄る妊娠ラ ッ トの胎仔の
stage (胎汗鹿良謝靭 もま著沫時間の蒙でかなり,
”
ばらつ き
”
があると考えられる｡ ま
た, 母捧の様々な因子 (ホJt,モ ン, 肝および腎などの代謝樹齢 の舟在によ っ て催奇形性
の成立執事が不明確である｡ そ して母体軽暁の変化に伴なうス トレスも純粋な医華品の胎
仔へ の影響をみる上で大きな博書となると考えられる｡
そこで, 本輪において著者は以上のような問題点を改良でき, かつ in viv oの実験系
1
より簡易で時間のかからない実験方法として 他ole embryo C ulture(全 ㈱ を脚
＼
た医薬品の スク ,) - ユ ング法を開発し･ 従来からの in viv oの書棚 法と比較しながら･
医薬品の奇形発現の作問械序を解明することを目的として研究を推進した｡
祁轟で比 試験費物として下熟鎮痛および抗炎症荊として広く使用されてい る Aspirin
ぉよびアミノ ピ7)ン, そ して, よく大臣投与されるビタミ ンBlに つ いて 脚チヘ の影響を検
索した｡
Aspirin は古い薬物で, 最初の報告8i1899年 Nir甲hbe rg によ っ て なされた｡
`4) 使相
用途は, 下熟 ･ 境南 ･ 抗炎症の他に抗7)ウ マ チ, 抗梅原牽として繋摺されてい る｡ 特に
7)
ゥ マ チ熱を軽減するために払 1日 4.5g 仙腰申サ1)チ ル頗濃度 350
-700紬/ml)を投与
するといわれ 憶床的に危険な用豊である｡ このように大豊投薬の可能性のある Aspirin
揺, 妊婦の80 % カ喝娠期間中に服用し,
`5'さらに新生児の10%8こその血中において , 代
謝物である Salicylic acidの存在が確紐されて い る｡
(も〉 - 瓦 動物実験において枕
Aspirin の催奇形性につ いて多数の報告がなされて い る｡ まず Salicylate として , 多種
の実験掛軌こおいてその催奇形性が証明された｡ (7) (
8) (q 川 ○) n971年.Kinvnel et al. ,
1978年Daphn eet al. ,19T5年 Khera et al‥1980年 Gula mhus ein et al. ) そして, ラ ッ
トにおける Sodiu ms alicylate の代表的な催奇形性の報告は1959年 J.Warkany と E.Yak
acs によ っ て示された｡ (l l) しかし, 以上のように Åspirin および Salicylic a cid
(salicylate) の催奇形作用が現象として証明されても, そ の作用機序が卿時点でも不明確
で ある｡ まず主な説を以下にの ペ ると, Aspirin および Salicylate の催奇形性の作用秩
序につ いて1965年 Lars son および1弧5年 Ru s sell法敵性ム コ多糖輯の生合成阻害鋭を提
唱した｡ 恥 use の妊娠9日目に Sodium sal icylate を投与した練乳 肋骨の異常が52.2 %
, 脊椎の異常が詔.3 %で あ っ た. その時 が 5s sulphate の取り込み は, in vivo および i
a vitr o の両群において対照群より減少した｡ く1 2) (1 3) く1 4)
次に, 1973年 臥P.Eoshakji らの報告によると, ラ ッ トにおいて Aspirin とその代謝物
である Salicylic a cidの催 る Salicyluric a cidおよび ge ntisic
acid に比較して有意に高く, Salicylic a cid に関して は res orptio nが異常に高率に発現
2
した｡ また, Hn, Zn, Feなどの金蔵の胎陣ヘ の吸収机 且spiTin と Salicylic a cid で抑制
され その縫亀 虫蔑な瀬 棚 を誘発すると報告した｡ (1 5)
Aspirin 鏡鞄多指症につ いて1981年 Een n ethと Wilso nは Limb bud の間葉細胞の Cell
de athpatte r nを 且spirin a)もつ Cytotoxic effe c七 によ っ て撹乱させる為に発現する
と報告した｡ (l も)
1鉱8年, Pin cka rd らは 触pirin は血兜賓自, 酵素, DNA をin vitr oでアセチ)叫ヒす
る能力がある事を駄明し, この件用が依命形性と関与すると考えた｡ . (1 7 )
以上の報告から 且spirin の持つ 催奇形性の作問槻序がかなり解析されたが, まだ不明確
で ある｡ 特に Aspirin の催奇形性の滑性代謝産物を解析する上で代謝経絡が問題となっ て
くる｡
19防年 Levy らによっ て Aspirin は人とラッ トで同じ代謝経路をとることカ 髄 され
た｡ (1 B)
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3
図1に示すように, 生体内において Aspirin 改 良spirin
- esteras eの怖用(I ㈹ o)およ
び罪酵素駒に力 鵬 儲されて , Salicylic acid になり, Salicylic a cid のまま東漸 勝
として尿中に彰維 される他に , 肝臓および腎臓において Salicylic acid はエ
ー テ ル型と
エ ステル 型の ダル ク ロ ン酸抱合を受ける○ また, グT)シ ソ拘合を受け Salicyl､汀ic acid
にな っ た後, 硫酸抱合およぴダルク ロ ン酸粗告を受けて抑世される｡
`2 1' その他に水酸
化され Gentisic a cidとなる｡
1971年 Ⅹil 舵1 と Wils on 軌 この経絡に従 っ て 且spirin 投与後の代謝物を検索した
絶乳 Salicylic acidのみがラ バ の胎仔と母捧舶育申に検出されたと報告した｡
2` 之'
また, 1981年 Y｡ naqr aらによ っ て , 異なる妊娠期間に 且spirin の連続隆替した結果,
salicylic a cidの みがラ バ 胎仔と母体血清中に娩出されたと華際 して い る｡
(之3〉 以上
の報告などから, Aspirirl の持つ催奇形性は, その中間代謝物である Salicylic a cidの
影響に よるものであり, 迅速に Salicylic acid に代謝されてゆく為に Aspirin 自体の作
用は短時間に限られるこ とが明らかとな っ た｡ 1982年 Saitoらは, 母棒の代謝機能を調節
することにより KiⅧ el らの報告を支持することを報告して い る｡
く2 4) すなわちダル ク
ロ ン酸抱合を司る UDPGT活性をフ ェ ノ )17レビタ ー ルおよびCuで処理して上昇させた妊娠ラ
ッ トの Aspirin 催奇形率紘且spirin 単独処理群の催奇形率の 1/5以下に低下し, SKF-525A
処理によ っ て酵素漕隆を阻害した群で は, 逆に Aspirin の催奇形率は2倍に増強された｡
以上のように, 動物実験における Aspirin および Salicylic a cid の催奇形性と胎仔
毒性の研究は非常に古くから行なわれてい る｡
しかし, いまだにそ の作用執事が明確で はない ｡ これは in vivo の実験系で行な っ てい
るた如こ限界があるの かもしれない ｡ 従 っ て本研究においては in vitr oの実験系である
胎仔培養法 (独ole e mbryo cultu r e) を用いて詳細に Aspirin, Amin op yrin eおよび
vita min Bl の培養胎仔へ の影響を観察した｡ まず 且spirin の本究研究における内容は
以下のように要約することができる｡
(1) 母体の肝澱や腎臓の騒与を除き, Aspirin とその代謝物のそれぞれの胎汗へ の影響
を観察する目的で Whole embryo ct1 tur eを用いて美観を行なっ た｡ また肝臓の分
4
蘭を用い ることによ っ て , in vitTO で Salicylic a cidを基質として代謝物を生成
させ in viv oに鱒駁した機能の培養方法を使相して Aspirin の催奇形性を観衆した｡
(2) in vivo 実験で は確絶しにくいラ ッ トの !olks a cへ の AspiTin の影響をin vi七ro
で持統的に観察し, 噂凍胎仔の組織レベ ル ヘ の影響もあわせて解析した｡
(3) Salicylate 顔発奇形の代表的な口唇裂の形成観序を枚紺する目的で, Whole ernbTyO
cultuT e郎酌､て , ぞの発萌時期および細鞄増殖へ の Salicylate ゐ影響を検索した｡
(4) 1980年 Kaw ashimaらによ っ て , Aspirin が低Ca血痕を発現するという胡告がなされ
た｡ (Z 5)Aspirin の催奇形性は骨格異常を中心に発現することから, Aspirin の持
つ血中Ca低下作用は何らかの催奇形性の要因となると考え, 1982年 Uen oらはCa夜
飯水で向由に与えた妊娠ラッ トに Aspirin を投卑した結果, その胎汗毒牲を軽減す
るということを(2 b)報告し, さらに1983年 Uen oおよび Sai七oらは Aspirin
を投与した結果, 胎伴内カ ル シウム が低下することを報賢した｡ く2 7)以上の観取
より, 母体ラ ッ トの血中Ca健を標椅として Aspirim の催奇形牲を椀紺した｡
(5) 前項において母体榊の因子として血中Ca健の胎仔へ の影響を捜索した｡
次に , 軌ole 釧bryo cul七ur eを用いて , Caイ オ ンの胎仔野この時靭 (胎齢11 別
の培孝糾合仔組織 へ の直瞭作掃および, その役割につ いて解析し, Aspirin の催奇形
性との関与に つ いてもあわせて検討した｡
5
また, この 他.1e e mbryo c ultur eによ っ て得られた結果と in vivo声こおける菜物の
催杏樹朝式駿の結果を比較犠打し, 馳ole embryo cultu re の信頼性を確絶するために･
アミノ ピリンとその代謝産物およぴビタミ ンBlを使相して, 新しい発生 軸 式験の開発お
よび確立につ いて検討した｡
アミノ ピリ ンはアス ピリ ンと同じく, 下熟鎮痛作相葉として, 広く使和されてきた射
その発生 離 の発現槻序に関する報熟ま少なく, いまだに解明されて いない ｡ 1981年Saito
らに よ っ て マ ウス におけるアミノ ピリ ンの発生毒性につ いて, その代謝産物との比較につ
いて報告された｡ (” ) アミノ ピ7)ン昧 図6(p.35)に示す代謝経絡によ っ て代謝され る｡
《注 ･. ただし, 図6はアミノ ピ7)ンの rnajo r metatx)lie pathw ay の みを示した｡ 〉
saito らによると, min o rmetabolic pathw ay の代謝産物は約弧%のガ新手毒性率を有する
航 これは草加内投与の縫取で あり, 生体内での生成は低いと考えられることから najo r
m etabolic pathw ay の代謝産物につ いて比較検討した綾取 アミノ ピ ')ンに対して 4- ア
ミノ ア ンチ ピT)ン は羊水内投与における胎仔 離 率は約1j(2以下であり, 対照群と変化なか
っ たと幸際 してい る｡
このことから, アミ} ピリ ンの発生毒性はアミノ ピ7)ン自捧と min o r metabolic pathw ay
の代謝産物が胎行書自に結合して発現し, 4- アミノア ンチ ピリ ン披胎仔に影響を持たない
こ とが醸明された｡ そこで 本研究において 吐 この胎仔毒性をもつ アミノ ピ 1)ンと胎仔
に影響のない 4- 7 ノミアンチ ピリ ンを in vitr oにおいて試験し in vivo の結果と比較
枚訂した｡
また～ ビタミ ンBlは, 主として, 欠乏症の予防および治療に大卦こ使問される｡ 欠乏症
の重要な疾病として 払 耽鼠 Wernicke脳症などがあり, 脚気にお いて は下肢浮腫が重篤
に発現する｡ また, We rnicke脳症はア ル コ ー ル中毒患者において ビ タミ ンBlの吸収が著し
く抑制される症状で特に肝障害を伴なうと藩化するとされてい る｡ (8 8〉 これらの欠乏症に対し
て , ビタミ ンBlは治療の為に大賢に使均される餌 勝行異常法少ない ことが報告されて い る｡
(8 9)そこで, この薫物に対して 他 ole 釧bryo c ultur esyste mにおける培養胎仔の反応
に つ いて換索した｡
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興 且 締 取 扱 恕 醐 馳o 乳母 噂 獅 鮎 T y O C u乱 屯u T 頓 濠
腰団払 ､ 洗ニ 鬼 昂 野鼠T 且弧 お よ
■
び , を の
憾 の 脚 部監 m 噺
whole cmbTyO C ultu r e(全 欄 8ま 鮒 ニ ワ トリ, アヒ)i,, ウズラなど卵生の敷
物経で拭み られた｡ 卵殻を割っ て卵の全内容物で ある随 ･ 卵黄 ･ 卵白をそのまま無菌的に
シャ ー レに移して増車する方経である｡ (2 8' 粥 ' 3 0)
しかし, この鳥頼に比較して咽乳嬢の卵および随噂熟ま技柑杓に非常に困難である｡ つ
まり､ 肱は子宮粘膜に著沫し, 胎盤を通じて発育が行なわれるために取り出すことがたい
へ ん難しいと考えられる｡ しかし今日まで咽乳類の初期肱および 棚 似後のI路子の
培掛こつ いて数多くの拭みが行なわれた｡
1949年hnvTK)nd は, マ ウス受精卵を卵黄抽出物を含む増♯液で増車した繕艶 2Cell
の卵を体外培養しても発育しないが4Cellおよぴ8Cell の卵から噂渡した 楓 脚抜期に
まで発育したと報告した｡ (31)
1951年Hashbur m払 ラ ッ ト受精卵を Ringe r汲 Tyrde汲 Gey液のような平衡 脚
とラッ ト血艶 骨馳 卵黄などを加えた噂地で増車した縫取 細胞分裂の起こることを観
察した｡ く3 2)
1953年 Nint印be rge rら晩 ヒツジおよびヤギの卵を同じ動物の血清でガラス管内で培
養した披見 ､兼卵割卵は9Celほ で, 15
- 孤ニell卵は 脚 まで発育する事を報告した｡ (3 3)
19茄年 馳itte n 札 8Cell のマ ウス受精卵を Krebs-Binger液と glu ∝ 岱ei ウ シ ア
ルブミ ン(0.03 - 6 %) 含む培重液申で堵餐した鯨免 約釦%以上が 陳 勤まで発育し,
これを更に成体マ ウスに移植すると 触 を継続したと報告した｡ (
3 4)
また, 1957年にも Whi七te n 枕 前述の時期の マ ウス随培養で扱がエ ネルギ ー 振として
glu 00 s eや 暇 nn OS e, 乳酸を必要とすることを報告した｡ (
3 5)
1鉱1年 Pu r shotta nおよび Pin c u sはゃサギとマ ウス の卵を合成培茸液で増車した｡ そ
の結免 2Cell斯学桑芙斯の卵披 Eagle 培地のみで蒐浄に発育が得られた｡ 更に10 %ウ
7
マ血滑を加えるt, 特に桑実随の発育が上昇した｡ (3
&)
次に子宮に著蘇した後の随の体外 槻 披 古くから試み られてい る｡
1934観 1 減年に Nichola sおよぴ 臥dnick 鶴 ラッ ト子宮から取り出した随をラ ッ ト
血発とラ ッ ト胎僻 地 液を含む増車液中で特集し2 -16体節斯まで成島したことを報告した
`
のが最軌であ っ た｡ (3 7〉 (8 4)
1938年 Jo11y および Lieufe 払 脚 の ラ ッ トおよびを ル 尊 ッ ト随の増車で は噂 繊
度が重要であり, ラ ッ トでも光治
o
q声ル モ ッ トで 舶9℃が最適であると報告して いる｡
く3 B'
1963, 1 妬4年 N糾 および Stein はマ ウスとぅッ ト防をニ ワ トリ陪由出物を潮田した増
車液で, 図2に示す静置噂養の時計皿簸で培養した｡ またマ ウス (7 -10日目随) とぅ ッ
ト (9 -10･ 1i2日日曜〉 を5 %COzを含む空気を気相として培耗した｡
その結免 72% が血液循環系が形成され 30%が旺芽形成期まで発育してお■り､ 胎仔心
胎仔 02/5%C O2
(図2)芸話芸竺苧リ皿｡ 枇 W. 紬 た 掛 皿の
培 荘液中に 入れI ベ トリ 凪ご と増発器(02.
C O2 供給鵜匠付 き)に 入れ て増光す る
o2/C
c
O
h
tr
D
(図3) 特発派 脚 鵜LLy
三f 咽
'
,分の ガ ラ ス 管に 増 益液が満たさ
れ て い る . C 部か らの ガ ス の 吹送 に よ
っ て D 許 に で きる あわととも忙矢印
の方l句- 培苑 掛 エ循環す る
拍数ば72時間以上 確紐された｡ く39) (8 5〉
1鉱7年New もま今までの睦子培轟経とはま っ
たく異な っ た活気的なアイデアに基づく方法を
開発した｡ くヰ0)
図3に示す増車液を還流する循環型全睦子培
養法である｡ 図3に示すこの装置昧 噂 鮒 f)
にラ ッ ト胎仔をカバ ー ガラス上に固定して装着
し, 02/CO2の混合ガ スを滅菌フ ィ ルタ ー(c)で
殺菌してから培養液と荘軒し, 気泡を鞄生して
(d)管を上昇する｡ (b部分で気泡を除きガス を吹
きこまれた噂養液蛾e)管をとおり噂 轍 畑こ入
り随にガス を与える｡
この装置を用いて噸乳類の器官形成期の実験は
飛曜的に進んだ｡ しかし, この実験系に古ま多数
の間恵点があ っ た｡ まず;(調萎の堵蕗を開始す
8
るまでに時間と手間がかかりすぎる｡ ③装置の準備過程が扱雑である｡ ⑧ 一 回の実験で堵
凍で尊る抵手数が少ない ｡ ④曝鮭液の消耗が大きい ｡ (訓育熟する確立が高い｡ 滋ほ のよう
に取り扱いに難点があ っ た｡
そこで, 1970年代初演N捌 は図逢に示したような回転型套払子噂鮭絃を開発した｡ (ヰ1)
この型は循環型の持つ問題点を改良したものである｡ しかし, ただ1つ の観点とい え拭
初期の型は Ga s singbottle typeであり6時間ごとに混食ガスを注入しなければなら戦
時聞の制約が厳しか っ た｡
この回転型噂旋
(図4) 回転型全睦子培養法置 (New･1974)
装置の初期である
Sa ssingtx)tile
type において,
MotlS eおよび ぬt
の胎仔を用いて48
時間 職 を行なう
実験方法で非常に
多
†
くの報告がなさ
れている｡
例え蛾 1甥4年
Mats u mot らによ
るエ タノ ー ルとアセ トア ルデヒ ドの報艶 また同じく1984屯 Matsu㈲to らの報告で ウレ
タ ンの胎 棚 頗遼東した韻文カiある｡ (4 2) (4 3)
また, Shepard 昧 Whole 酬bryo ctlltur eを用い た cyclophospha mide の胎仔貯留解
析と催奇形性につ いて報告した｡ く4 4) Fantel 昧 Cyto chalasinD の催奇形性およぴ
～-2-fluore nyla ceta mide･ Chlo r a mbu cil, そして Rifa叩icin の奇形発現作剛こつ いて ･
この型の特集装置を用いて各々報告して い る｡ (4 5) ( 舶〉 (
47) (4 B)
また1981年 Etoらの行な っ た実験は以上述べ た報告と異なる使用法を用いて い る｡ 妊娠
9
11日目の ラ ッ トの Na s alpla code に人の マ ツ毛に処理した tu nicamycin を注入しその鼻
笛の形成不全に つ いて報告した｡ く4 9〉 この手法は局所に薬物を敬登仲田させる Embryo
cultur e における最初の試みで あ っ た｡ 1984年 Yonemoto らは妊娠9日目のラ ッ 川合仔を
48時間培養して Dim ethoxyethylphthalate系の培養胎仔- の影響を観察した○
(占o)
Greena 叫ayは妊娠10日目の ラ ッ ト胎汗を24時間培養して Sodiu m s alicylate の胎仔成長
抑制に つ いて (5 1), また同じ実験叡陣で cyclophosphamide の催奇形性における Ac r olein
の役封につ いて報告した ｡ (5Z' 以上の ように Mhole e mbryo c ultu r eの報告は数多い飢
1981乾 Eto らの報告以外はすべて同様な手経である｡
この Etoらの培養装置は持続的に気相が送り.こまれる型で増額時間が基
い｡ その他の報
告では培養時間は48時間以下と短く,.各種薬物の特異な奇形の塑を区別でき溌 ｢全身の
形態の藩化+ ｢neur al tube の閉鎖不全+ ｢小胎仔+ とい う成 鯛 の結果しか得られな
か っ た｡
そこで, きわめて in viv o に近い催奇形性を示すような Whole e mbryo c ultlre (in
vitr o)の実験系は培静拝聞が良い (最高,106時間培養可能) Etoらの Systenl･が良い と考
えられた. この Etoらの System は､ 以下に示す New の改良法に従 っ てい る｡
1974年.
-1980年, N鮒 は気相の送入につ いて改良し, 自動的に持繊巧に混合ガスを培養
びんに注入できるようにした｡ (5 3) そして1 卸年前半において Etoらは､ この型および,
さらにガスの吸入 排享世経路を明確に分けた型を用いて庶面の形態形成の研究を 細 に行
な っ て い る｡ (5 4)
著者が今回 且spirin の催奇形性を観察する目的で使岡した Whole e mbryo c ultu r e m ethod
は, Etoらの方法を改良し, その回転型噂養装置を使村して研究を進めた｡
今回用いたてAspirin は および抗炎症弼として広く使珂され 妊婦に対しての投
革も例外で はない ｡ しかし, 人における 且spirin の催奇形性の症例報告はそれほど多く行
なわれておら溌 神経系の異常および内職と四肢へ の影響の報告が若干あるのみである｡
(5 5I 5 bJ 5 7I 5 8)
しかし, 数種の動物を使 っ た in vivo での Aspirin の催奇形性を含む胎仔毒性は異常
1 0
に高率に発現してい る｡ く
5 q' く”' そこで本絹で は, Aspirin の持つ催奇形性の作用執事
を解明する目的で また im viv oと in vi七T Oの 樹 形性の試験の比較をする観点から,
まず 且spirin の催奇形性の活性代謝産物を追求する目的で種々の実験を行なっ た｡
第1牽 Ratwhole e mbryo cultu r eを用いた Aspirin
鵡 櫛 形扱および発生 離 の活性代謝物の藤折
1-ト1 AspiTin 続発催清形牲の Whole embryo cultu re
における基礎的免件の牧村
(実験方法)
審美駿で昧 Wista r系 ㈹ 妊娠ラ ッ トを使相した｡ 馳ole 珊bTyO Cultu reは回転式
培養装置を用い , 楓 1 ･ lJ2日目 blugday-0, 体抑1-33) の胎梓を取り出し72時間培
尊した｡ 薫物は, 培蘇液内妻紬 痕 で行な っ たo Aspiri城 門iles labor ato ries の方陰に
く- 従い Sodiu mAspirin を金成し使用した｡ 飽 食成方法は図5に示した｡ またAspirin
およぴ Salicylic a cidの定畳は Ling らの方経である蔵重液捧ク ロ マ トグラフ ィ
ー を伺
いて珊定した｡ ( ”
l l
なお, 観相乗物は観相直前に凋聾し, 滅菌したものを実験に供した｡ 催奇形牲の結果判
定は Br00 nの得点法を改良した方法を用いて観察した｡ (あ3〉
図5に示した方法を剛 ､て Sodiu m
,
Aspirin を金成した結免 理論構 ㈱ では97
% Aspirin, 1.5 % 以下がISalicylic a cid であると報告されており, 著者が今風 合成
し高速液捧ク ロ マ トグラ フ ィ ー で測定した結果とはぼ 一 致した｡
また, この方法で劫或された Soditlm Aspirin は冷所保存で2時間は三脚犬恐を維持でき
る安定したものであることからこの合成方法を使相した｡
(囲5) S nthe sis of Sodium a s 1 rl n
(Mi le s Labo r ato rie s m ethod)
Aspirin(s u spe n sio n)
OoC pH 7. 0
Sodiu m b
Mix ed(5m
E
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◎≡.
c
.
o
H
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3
ic a rbo n ate(NaH CO3)
in .)
rn ata nt
Fil tratio n(diaflo m e mbr a n eP M-10)
Frよz ed,,
[
Pr e s e r v atio n(OoC,de sic c atio n)
(Aspirin 9 7%,Salicylic a cidl. 5%)
1 2
㈱① Figur elに示すように, in vitT O, の実執系における, つ まり特赦夜中での Aspirin
が Sal icylic acidに50 %変換するに要する時間 伴城閉) は4時間であ っ た｡ Aspirin
は時間と共に加水分解されてゆくので, Aspirin の噂凍胎仔へ の影響を観察する為に噂兼
液中で Aspirin が豊富な時間である2および逢時間を闇路簸件として設定した｡
③ Tablelに示すように, Salicylic a cidを用いて2時間噸拓時における催奇形性の
用登依存反応 伽se respon s e)に つ い て椀柑した｡ をの練熟 Salicylic a cid杖),1∝)Edml
処玉野筆では､ 重篤な外衆奇形は組められず特殊恰好の状態は対照群と貴披なかっ た. 2 00,
4軌 弧)紬/ml を処理した結艶 Cleft lip (口構裂) および Cu rly 七ail(曲短尾)が高
頻度に発現し, 1(淋)紺
′
m･1処理群では72時間の噂凍成立以前にすべて死亡した｡
⑨ Table2に示すように, Aspirin と Salicylic a cid の催奇形性の in vitr oにお汁
る妊娠新聞依存 (Gesta七io n al stage respo n s e) に つ いて検討した｡ その練免 妊娠12日
目より噂渡し Aspirin 500紺
′
m1 2時間および Salicylic a cid謝 脚/m1 2時間杏処理
した群で払 外兼寿形の発現頻度は20 %以下と低か っ た｡ 十方 妊娠11日目より堵抵を開
始し Aspirin と Salicylic a cidを同株に処理した結果､ 櫛 形の発現率は100 %を
示した｡ 以上の結果より 且spirin および Salicylic a cidの催奇形性の in vitro にお
ける 脚 (Critic al stage) 昧in viv oと同じ妊娠1 柑目 ㈱ 1-33) であるこ
とが明確とな っ た｡
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Table 1 Ef fe cts 0f s e v e r al 8 alicylic a cid do s e o n r a亡 c ultu r ed etnbryo s
Do s e s of Te r atoge niclty
凹al fo r n at io n
Salicyl ic a ci d(rg/tn1) (冗) clef亡 Iip(完) Cu rly Tail(完) He m ato m e(Ⅹ)
Co ntr ol o/8( 0)
80 o/7( 0)
10 0 1/6( 1 7)
20 0 4/8( 5 0)
40 0 8/8(1 0 0)
600 7/7(100)
10 00 6/6(De ath)
0
0
0
1
8
7
1 3
1 0 0
1 00
0
0
0
3( 38)
8(10 0)
3(4 3)
De ath
0
0
1く 17)
0
0
0
Rat e mbryo s w e r e c ult r ed fo r 72 ho u r s
J
a nd e ach do se of s alicylic a cid
w a sincluded a s ind ic ated u nder c ultu r e c o nd it io n fo r 2 ho u r s.
1 4
Tab le 2 Effec亡8 Of ge sta亡io n al sヒage o n a spirin o r sal icyl ic a ci d indu c ed
m al fo r m a亡io n in whole e mbryo c ultur e
Tre atm e nt Tera toge nicity
(完)
Mal fo rTTta tio n
C left lip(X) Cu rly tai l(7.) Ede a m a(諾)
Day l l
Co n亡て01
A8pirin 5 0 0p g/ml
Sal icyl ic a ci d
3 90p8/ml
Day 1 2
Co n亡r oI
Aspirin 5 0 0pg/ml
Sal icyl lc aci d
3 90Jlg/ml
0/6( 0) 0
6/6(1 00) 3/6(5 0)
6/6(1 00) 6/6(1 00)
OI6( 0) 0
1/6( 1 7) 1/6(1 7)
1/6( 1 7) 1/6(1 7)
0 0
6/6(10 0)･ 5/6(8 3)
6/6(1 0 0) 0
0
0
0
0
0
0
Rat e mbryos w ere c ultu r ed for 7 2 ho u r sI a nd a spirin or s al
icyl ic a cid
was tr e at ed in c ultu r e med iu m for 2 ho u r s.
1-1-2 Whole cnlbryo c ultu r eを用いた Aspirin および
その代謝物の催奇形性の差につ いての検索
く実験方法)
Figur e2に示すように, 胎仔の生嚇 紛 噸壌系で安定するまで3rc, 2 時間の pre-
in cubatio n を行ない, AspirirLおよび Salicylic acidを2 および4時間 嚇 させた艶
熱処理培養液で72時間まで増養した｡ 胎仔蛤蛋白登は Lc wy法を用いて定量した｡ (
b 4)
単軌も 用噂鋼製とし使同前に滅菌したものを用いた｡ 使用した動物は ト1-1 と同株で
ある｡
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胎仔が正常に培養されてい るかどうかは胎仔の壁 鵬 鮭の解析項目で ある刃封卦か拍数の
変化で確蔽した｡ Aspirin とその代謝物の胎仔の生理概能へ の影響は, Figur e3, およぴ
Figu r e如こ示した｡
且spirin王耕)抽/ml およぴ Salicylic acid3射抽/ml を各々 2時間雅相させた群で 枕
両群共に対 掛軸こ比較して有意に華物件同期間内においてのみ始終む拍数は低下した｡ 一
方 その他の代謝物である gentisic a cid(2 ･5- DIB且)とrSalicyluric acidを2時間処
理した群では胎軌 場 数に影執ま認められなか っ た｡ 伊igtLr e3)
また, Aspirin 3 00脚
′
m1 4時間および Salicylic a cid230縄/m1 4時間処理した長
時間 職 実験で晩 Figur e如こ示したように葦物処理新聞内において のみ胎軌 場 数は対
照群に比較して有意に低下した｡ しかし, 無細萱培養液に交換すると約2時間で低下した
胎仔心拍熟ま対照群と同じレ ベ ル まで回復した｡
次に Aspirin と Salicylic a cidの胎軌蕗最へ の影響昧 Figu r e5, および Table3
に示した｡
1 6
”.a./m h
200
150
10 0
0
ト 叫
/
0- - - ぺ) Control
◎- - - - ◎ Aspirin
A - - ー △2 .5 - DH BA(ge nti8ic a cid)
ふ ･ ･ ･ ･ ･ - ･▲ Sal icyLま.c a cid
” Sal icyLu ri c acid
2 4 2 4 4 8
F igu ェ
■
e 3 E ffe cts 0f a spi rin and m 匂tabolite s r o n the he a rt
bc at of c lユ1 tu r ed e mbryo s
” . 8 ./min
20 0
1 5 0
一o o
0
ヽ■ノ ーヽ
"
*
*
ト 叫
72･ culture pe riod(hr)
* P < 0 . 0 5
2 4 6 24 4 8
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o n the he a rt be at of c ultu r ed
軌ole embryo Cultir eにおける胎行成長の解析手段は, 胎仔絵蛋白登(Total 印bryo nic
pr otein)と頂常長(Cr ow n- m mP length) で示した｡
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Figu r e 5 Ef fe cts of a spl ri,n o r s aliqlic
aci do n the c r ロ -T r u rP le ngth
of c ultu r ed r at errbryo s･ * pく 0･ 05v s･ c o ntr ol at 721廿 ･
Eath v alu e r epr e s e nts the rre a n 十S ･ E ･ 王加bryo s w e r e n止 tu r ed
fo r 72hr s in th is m巳ait m(100 %r a言 s e r u m) fr o mday ll. 5 of ge statio n.
EヨCo ntr ｡1 圏 AsPirin(30 0pg/hn･ 如 )臣ヨsal icylic a ci d(23 0J,g/h A,4br)
Figur e5に示すように, 0, 払 72の各時間における頂野島を比較した結免 対照群は
時間と共に確実に成長して い る｡ 24時間培養時点で は対照群と各処理群の胎仔の成長量に
吐善がなか っ た｡ 72時間増車後において Aspirin 300由/m1 4時間処理した群の胎拝頂野
島は対照に比べ有意に低下した｡ 一 兎 Salicylic a cid
,
230脚
′
m1 4時間処理した胎仔頂
野島は対照群との間に著明な善は認められなか っ た｡
次に胎仔絶蛋白豊へ の 且spirin およぴ Salicylic a cid の影響に つ いて Table3に示し
た. Salicylic a cid230-敬
/
m1 4時間処理した胎仔は平均して対照群に比較して低い頼向
1 8
Tab,le 3 . E ffects of aspl rin o r s alicylic a ci d･ o n
de v elopm e nt of r at e mbryo sin vi tr o
Tr e atm e nt ”
contr o一(Ohr)
co ntr o一(72hr)
で言Eこ.:呈nr e a30t3”egn/tT
I
Salicylic a cid
230J)g/ml(4hr,
tr e atm e nt)
6
6
Pr otein(yg/e mbryo)
450.7 ＋ 8.6
51 66.1 ＋ 107.0
4406.3 ＋ 245.9★
4 603.6 ＋ 240..6
De v elopm e nt of r at e mbryo w a sindic ated by pr otein c o ntent･
Embryo s w e re c ultu r ed fo r72 ho u r sfro mday ll･5 of gestatio n･
★ pく0. 05v s c o ntr o一 at 72 ho u r s, Ea ch va一u e r epr e s e nts
-
the m e a n＋ S.E.
を示した｡ 十方 Aspirin3船dm1 4時間処理した群では対照群より有意に15%も減少し
ており胎仔鹿島を抑制した｡ 似上の結果より 鮎pirin は健 脚 と胎仔成長抑制の両件
用を有すると考えられる舶
一 方 Salicylic a cidは全身の成長豊や血液循環のいずれも
対照群と比較して善が組められないことから局所の催奇形作用のみを有すると考えられる｡
次に Aspirin および Sal icylic a cid の in vitr oにおける催奇形作用につ いて , その
発現率と奇形の種輯を Table如こ示したo Curlytail ㈱ の項目晩 曲尾と短足と
縮んだ状態を示す Einky tail の写 聯 を合計し, 奇形発現率として表わした｡ CleftLip
(口唇勢 の項目も爾 楓 右側粗 左桝性をすべて集計して表記してある｡ Limb ㈱
の異常は左右の バラ ンス の異罷 形 脚 およぴ Plate の発育遅延を指標とした｡ Ed伽
㈱ は特に額面部と衰鮮紅多く発現したものを集計した｡ HentaonnQbB動は全身
の
どの部分に発現して も, その症状に関孫なく Sco r eした｡ 以上の藤果をまとめると次のよ
うに結姶づけた｡
ま#, 奇 脚 率は Aspirin と Salicylic a cidを各用亀 各時陳作用させた各鍬こお
いて80% 以上の高発現率を示した｡ 一 方 Gcntisic a cid(2･5-D m A) およぴ Salicyluric
1 9
いて80% 以上の高発現率を示した｡ 一 方 Ge ntisic ,a cida.5- DHB且) およぴ Salicylu ric
acidを各々 Aspirin500抽/ml と当用馨を2時間処理した縫取 奇形発現率は15yo以下
であ っ た｡
各項目別に奇形率の高か っ た Aspirin と Salicylic acidを比較した総見 Cu rly tail
～
は Aspirin 500抽/m1 2時間および 300抽/m1 4時間処理した両群で は56% およぴ60%を
示し, 十方S al icylic acid230脚/m1 4時間および 謝 抽/m1 2時間処理した群では45
% と87%の高率で発現した｡
次に口唇裂 ¢1eft lip)ば in viv o でも重篤な Aspirin の奇形として評価されて い る
がin vitro の実験系で は Aspirin 処理の結免 Aspirin 500√他/m1 2時間処理群で45%,
3 00ー砂
/
rn1 4噂鞄 憾 羊で25%の発現率で比較的低い債で あ っ た｡
一
一 方 Salicylic a cid390紬/m1 2時間およぴ 230-砂/m1 4時間処理した両群で 枕 80%
と50 % とい う高暖庶に Cleft lip(口唇裂) が発現した｡
肢芽(Limb bud)の異常は Aspirin およぴ Salicylic acid 各処理群において10%前後
と⊥ 一様に発現したが in viv o において観察される polyda ctyly (多事 棚 約 ほどの重篤
な異常は菰められなか っ た｡
次に, Ed釧 a(浮捷奇形) ば in vitr oゐ実験系における奇形の型の 中でも最も重症なもの
の 一 つ であると考えられる｡ この型の奇形が非常に強く多発したのは Aspirin 処理群であ
っ た｡ Aspirin 300抽/m1 4時間および ヌX)抽/rn1 2時間処理した結泉 Ed印 a は劫%と56
% を示 した｡ 一 方 Salicylic a cidは2群とも10 % 以下の低い発現率を示しただけで あ っ
た｡
また, He mね 伯 (内出血症,血腫) 晩Aspirin 処理畔の方が Sal icylic a cid処理群よ
り強く発現した｡ 以上の結果より Aspirin は全身性の障害が強く発現し, その結果 Ed例 a
や H酬 at - が多発すると考えられる｡ 他方 Salicylic a cidは部分的な催奇形性が強く
特に 口唇空(Cleft lip)が全身状態の良好な培勧告仔におい ても多発した｡
以上発現した奇形の型を Figure 6, Figur e7に示した｡ Figur e6に示したの 昧 72時
間培養後の培養胎仔の額面部を正面より電子顕敵練を剛 ､て撮影して比較したもの である｡
2 0
Tab le 4 The te r atogenic ef fe cts of a畠pl rin or i ts m etabol i te s
on c ul tu r ed r at e mbryo s
Tr e atm ent Te r atoge nicity Cu rly tail C lef t l ip A bnormal E de ma tle m atO m a
( 亀 ) of limb
co ntr ol
Aspirin
3 0 0叩 /ml(4 hr)
sal icyl ic a cid
2 3 0tlg/ml(4 hr)
Aspirin
5 0 0岬/ml(2 br)
sal icyl ic a ci d
39 0岬 /ml(2 hr)
2.5 - D fIBÅ
4 3 0tlg/m1(2 hr)
su且 5 40v g/ml(2hr)
0/2 1( 0)
1 6/2 0(80)
14/1 8(7 8)
1 7/1 8(94)
1 3/1 5(8 7)
1/8 (1 3)
0/8 ( 0)
12(6 0 %)
8(45%)
10(56亀)
1 3(8 7%)
0
0
5(25%)
9(50 %)
8(45 %)
1 2(8 0%)
2(1 0%) 4(RO B) 3(1 5%)
3(1 7%) i( 6 %) 1( 6 %)
i( 6%) 1 0(56 %) 4(22 %)
2(13 亀) 1( 7%) O
1(1 3 %) 0 0 0
o o ‾o o
2,5 - D H B A: 215 - di hydr o xybe n 2:Oic a ci d S t) A; Salicylu ric a ci d
Figu re 6 A: Co n tr ol, B:Salicylic acid 230 ･vg/ml(4ho ur s)
cr a n土ofa c土al de v elopme n七 土s abn or ma l . (a r row)
2 1
写真 (A)iま対照鮮(co ntrol)であり∴蛸醇匝および上唇部は形成されて い る｡ しかし,
sal icylic a cid230fd悶1 丘時間処理した結果を示す写真(B)において はラ ッ トの右脚の魔
窟の形成は不完全であり大きく開い た藍篤な口唇繋(Cleft lip) を示した｡ (a rrow)
次に全身性の障害変を比較する為に実林顕故錬写真(wild封 を用いて解析した｡ (Figu r e7)
Figu r e7 A: Co n tr o l, B: S al icylic acid 390 ug/m1(2hou r s) ,
C: Aspirin 5 0 0ug/m1(2ho u r s)
S alicyl ic a ci d- indu ce d m al fo r m ation sho w ed c u rly
ta土1 and cleft l 土･p(a rr o w) , and a sp土r土n tr e ated
e mbryo s show ed cleft l it) with ede
■
m a . (a rr o w s)
2 2
対照射である写真(A)のラ ッ ト培軽胎仔と 飴1icylic acid390脚
/
m1 2時間処理した写
慕(a) の ラ ッ ト噂凍胎仔の全身の大きさや,
･ その体形には比較的, 貴は組められないが曲
短足(CuTlytail) が発現して いる｡ (ar r(湘)
- -方, それに比べ Aspirin500紬/m1 2時間
処理した写真(C)のラ ッ ト培掛合仔は他の2群(A)(良)に比較して全身の大きさと体形が著
しく異な ･つ た｡
そして , 写真(C)において 札 顔面酢蛸鮮即こ重篤な Ede maが発現しており曲短施
くCu rly tail) も碗発された｡
1-1-3 * #
Table lに示したように Salicylic a cid390鵬/m1 2時間処理した群で壮健奇形挙が
100%であ っ た｡ 1982年斉捗らの in vivo における Aspirin の催奇形牲につ いて の報告
によると催奇形用馨はラ ッ トで 馳伽g/kg(皮下投卑時) で妊娠1柑 目に授与すると72･3 %
の高率で奇形が醸発され母休血中 馳1icylic a cid礁熟ま平均 450dml を示した｡
之`4'
また同じく斉藤らの報掛こよると in viv oでの研究において妊娠11E]目(plugday= 馴こ
Aspirin を投与した繊免 澱も高い催奇形率が組められれ これ昧 Table 2に示すよう
に in viv oにおいても同様に妊娠11t3日より培養した胎仔に Åspirin およぴ Salicylic
a cidを処世した結果, 催奇形率が 100 %なのに対して12日目より特殊した胎仔に同株の
処理をしても20%以下の催奇形率しか得られなか っ たことから, Aspirin の催奇形性に関
して in viv.および in vitr o(恥ole e mbryo c ultu r e) に 掛ナる拭験成績枕 同傾向を
示すものであ っ た｡
また, Wh.1e e mbryo cultu r eにおける胎仔は in vivo に比べ て非常に外来物軌こ対し
て , 感受性の高い状態で維持されてい る｡ 例えば Tablelで行な っ た Salicylic a cidの
用董依存実験で は Salicylic acid処理時間を2時間に同定した飢 この第1の理由は
Aspirin の処理時間にあわせた為で ある加 勢2の理由は Figure 8に示したように Sal ト
cylic a cidを妊娠11.t3目の胎仔に大景 ･ 長時間処理すると20時間培養成立以前にすべ て死
亡したからで ある｡ この ように薬相星 作用時間の少しの違いで死亡する｡ よ っ て催奇形
性の モヂJ 廟 としては奇形を発現しながら72時間生存する薬用豊と件用時間を選択して
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実験を行な っ た｡
妊娠11El目のラ ッ ト胎仔は, 離 婚βの形成 (鼻寓の形成も含む) および前後肢の形鼠
尾部の形成が異常な速鑑で進み, 細胞増殖もこれらの部分でさかんに行なわれてい る｡
妊娠12日目に Aspirir)およぴ Salicylic acidを作用させても催奇形性が低い ことから,
且spiri力 および Salicylic acid の用登は 200Edml 以上で妊娠11日目のラ ッ ト胎仔の各
部分の感受性の高くな っ てい る増 離 の細胞に特異的に影響を与えることによ っ て各種の
奇形を発現すると考えられる｡
次に Aspirin の持つ催奇形性が Aspirin 自体なのか他の代謝物によるものなのかを確絶
した｡ 多くの研究者は母体血中や胎仔申に Aspirin でなく Salicylic acid が多く義時開
音穣している点をあ状 Aspirin の催奇形性は Salicylic a cidがその原因物質であると
報告してい る｡ 実際ヒトで は Aspirin は10分で その]/2が Salicylic a cid に変化するし,
ラ ッ トでは1 - 2時間で変化する｡ in vitr oの系で 且spirin の半減靭は4時間であ っ た｡
しかし, -その ように Aspirin として培艶除仔に影響を与える時間が短くて も発萌した奇
形はま っ たく異なる型であ っ た｡ そこでまずAspirirl の培養胎仔へ の影響を以下に列挙
した｡
第1に Aspirin と Salicylic acidを処理した培養胎仔はそのJ亡胡数が敵城したが他の
代謝物である Ge ntisic acid(2.5-DHBA)と Sal icylic a cid で は心拍数 へ の景多響は皆無で
あ っ た｡ (Figure 3,4)
第2に塔寺朝粥ヒ成長豊は AspirirL 処理群のみが抑制された｡ (Figur e5, Table3)
第3に, 奇形の種類は Aspirin が浮腫を中心とする全身性の障害が強く, 培養胎仔の全
体の形体が異常で あ っ た｡ (Table4, Figur e6,7)
十方 Salicylic a cid処哩群で は全身の状態は対照群と同様で良好である新 都分的に
蘭書度の大きい奇形を誘発した｡ この奇形の型の Aspirin と Salicylic a cid で の費につ
い て昧 アセチル基1つ を有するだけで yplk sa c からの通過能力が変化し, yolk s ac
へ の障害が大きい為に全身性の障害を Aspirin が続発するのかもしれない｡ しかし,
これは仮説で あり以下の第3編で探究するものとする｡ 以上 Aspirin の催奇形性が in vitr c
2 4.
の 他ole e mbryo c ulもu r eで どのように発現するか換謝した｡ そこで この Aspirinの催奇
形性の発 聯 につ いて考えられること枕 細胞の増殖に影響があ っ たり, 培封 鮒 場
数が降下したりする点からみても, エ ネルギ ー 代謝系に Aspirin が作用するのかもしれな
い と考えられる｡
そこで Aspirin の in vivo における作用の1つ として杭炎症効果があるがその作問秩
序昧 ミ トコ ン ド7)アにおける酸化的T)ン酸化を脱共役(un c o upling)し 牌 持位で のATP産
生を抑制して消兜作用を示すというものである｡ (も5) Aspirin が胎呼の増 離 の細鞄の
ATP藤生を抑制するならば 触pirin の持つ強い催奇形牲作用が in vitr oで紡発さ.れる可
能性は高いと考えられる｡
しかし, 常時点で以上の縫果から払 in viv oで与ま母捧申にあ っ て Aspirin の胎仔へ の
詳細な影響の過程や持統 棚 蘇が不可能であっ た問題点が in vitr oで晩 発分捕うこと
ができ, in viv oよりも明確に薬物とその代謝物の各々 の持つ奇形の塑を区別して解析す
ることが可能となっ た｡ その縫取且spirin の催 榔 は Aspirin 自身と Salicylic
a cid でのみ催奇形性と胎仔生理馳 駆 下を碗発し, また Aspirin と Salicylic acid で払
発現した奇形の型は異な っ ていた｡ ㌔
第2章 Ratwhole cnlbryo c ultu r eへ葉物代謝酵素系を親入した
手法によろ薬物の発生毒性および催奇形牲の解析
1-2-1 恥 g上滑(S-9) を用いた Aspirin
'
a)代謝物である
salicylic acid碗発揮奇形性の変動につ い て
く実験別封
葉物代謝酵素を含有する肝臓の プ ラク シ 諺 ンとして肝部 触g上滑(S-9)を使用した｡ 薬物
代謝酵素の活性はア ニ 7)ンを基輩としたア ニ 7)ンの舶財ヒ活性およびアミノ ビ7)γを基質
としたアミノ ピT)ンN一 脱メ チ)LJlヒ活性を指噂として測定した｡
また Whole cnlbryo c ultur e sy te m へ の導入法は1979年 Fantel らの幸陪 に基づいて行
な っ た｡ '
ももi (b T' (8 h'
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肝釦00x出二滑(S-9)の鋼製晩 クT) - ン ペ ンチ内で無菌的に採取し滅菌した後 便潤し
た｡ また約10分間の pTeincubation の後 車物を処理した｡
仙ole embryo cultu r占におい て, 使問した動物は1- ト1と同様の妊娠動物を用いた｡
また薬物代謝酵素を誘導した場合の肝鮒 地 上槽(S-9)の 槻 法統 8適齢の雄ラ ッ トさヱ
Phe nobarbitat80mg/kk, 3日間腹腔内達続投与および, 3 -nw,thylcholanthrene2 伽唱/
kg 2日間腹腔内達続投与を行っ た肝S-9 を用い る Gillette らの方法で鋼製した｡ (b 8) こ
の肝S一輝曙弼 に用い たラ ッ ト枕 Wistar(今道) 系を用いた｡
〈実謝 ㈱
無 榔 -9において薬物代謝酵素 離 は, アミノ ピTJ 州- 脱メ チ)i/4ヒ, およびア ニ 7)ン
の 臓 ヒ活性を高く示した｡ (Table5)
Phe nobalbital(PB) で薬物代謝酵素の誘導をかけた肝S-9はア ミノ ピ 7)ンN一腹メチ ル化活
性が有意に上昇した鵜 ア ニ リ ンの 牌 ヒに つ いて法有意な清隆上昇が組められた割に は
その程度は低か っ た｡ 十方 3 - 馳thylcholanthr e ne(独唱/kg2日間i. p.投与) 前処理した
肝S19はア ニ 7)ンの水酸化活性のみが有意に上昇した｡ (Table5)
Tab le 5 Dr ug Metabol izing En zym e Activity in Raヒ tlepatic Fr a ctio n(S- 9)
Subsヒr aヒe
Tre atm e nt
Am ill OP yre ll e ” A11i l in 色 @
Co Tlヒro1 5
3- MC 6
Co n亡r o1 5
PB 6
7. 4 -ト O .3
6 . 0 ＋ 1,0
5 .0 ＋ 0,9
21.3 ＋ 1 . 2**
4.2 ＋ 0 , 7
6. 8 ＋ 0.3*
3 . 0 ＋ 0 .5
5.3 ＋ 0 . 1* *
★ p < O.O 1 叫 p < o. oo l Hean ＋ S . E .
3- M C:3 - m ethylchola nthr e n e(4 Om8/kg i. p･ , 2days) p B: Phe riobal b ital(8 0mg/kg i. p . ,
4 day8), 〟三 n m o18 io rllled 比Cu O/m g pL
･
oヒeil-/2Ou.in , @; n lu O1s fo r m ed p - alnin 叩 he n o1 /
喝 Pr Otein/2 01nin
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これらの結鼎より, 脚 -98j:乗物 憾 寧素特性を督しておりPB前処埋肝S-9(以下
肝S-9PBと略す｡ ) は朋尉蛎己応よりアミノ ピT) 淵 一腹メチル化清性の方が強いこと杏示
した｡ 一 方3 -Methylchola nthr e n e前 脚 -9( 肝S-9 3MCと略す. ) はア ニ 7]ンの水
酸化活性を強い伸用として持つ ことを示した｡ また, PB前処理によ っ てUD和 個性 (ダル
クロ ン酸抱合林産成酵素) が上昇することを1982年斉藤らによ っ て報告されてい る｡
(24)
以上の結果および報告をも如こして, これら3 僻 の肝㌻9を次の目的で Whム1e embryo
c ultur eに観入した｡
① 無処理, 肝S-9枕 単軌代謝酵素の酒性を督することから, Salicylic a cidより次
の代謝物を生成させ る能力を利用する為に用いた｡ ( 図1の Aspirin の代 榔 参
照)
③ phenoba rbital(8伽〟kg3日間 i.p.振切 前処理し潅肝S-9PB披グ)i/ク ロ ン酸抱
負体を Salicylic a cidより生成させ, その代謝物の切掛台秤へ の影響を観察する
目的で報入した｡
⑧ 3 機 thylch.la nthr m e 馳 kg2日間 i｡p. 投射 を由処理したWS-9 駅=ま特に
ァ ェ 7)ンの加財ヒ満性を強く有する為にその ベ ンゼン環の舶財ヒ髄を利用し, Salicylic
a cid) の代謝物である Ge ntisic a cid(2･5-DHBA, 2
･5dihydroxyben z oic a cid)
の培養胎仔へ の影響を検索する為に使用した｡
以上この3 磯 の肝S-9を前処理しi Salicylic a cid600伸/m1 2噂陣作用させた胎仔
の心拍数は Figu r e8に示したように, 対照群とはとんど善杖なく, Salicylic acid伽
紬/m1 2時間単独処理群のみ有意に葦物件同期間内において低下した｡
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Figu re 8 E f fe ct8 Of Sal icyl ic a ci d a nd Raヒ tlepaヒ1c Fr a cヒio n(S
-9) on T he ue a rヒ Be a亡
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Table 6に肝S-9前処理による Salicylic acid の催奇形性の 低下に?いて示した｡ 奇形
発現率は3種類の肝S-9前処理群すべ てにおいて, Salicylic a cid単独処理群に比較して,
一 様に20-30%の減少を引き起した｡
各柾境目別の奇形の型ヘ の影響坑 口唇裂(Cleft lip) で 披月fS-9 , 肝S-9PBおよび肝
S-9 3耽 ＋Salicylic a cid弧)抽/ml(2 時間) の3処哩群すべ て において, Salicylic
a cid単独松野如こ比べ て約劫%の減少を示し, 曲短足(Curly tail)も同傾向を示し約討%
の発 抑 制が経められた｡ この具体的な奇形のタイ プに つ いて , Fig∬ e 9 に示した｡
これは実休蹄 赫 で は観察が困難な顔の正面部に つ いて の解析を電罰 轍 疑を用いて行
な っ た｡
Salicylic acid単軸 雌 羊で 比 右側性の重篤な口唇繋が発現した｡ 十方, 肝S-9paを
前処理した特集胎仔において は対照群と変化なく, 内側鼻と外側鄭ま癒合し, 鼻突起およ
ぴ上野, 上唇部は正常に形成されてい た｡
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Tab le 6 E f fect8 0f Salicyl ic aci d(S A) and Ra t tlepatic Fr a ctio n(S
- 9)
o n Ra tEmbryos in vit ro
Tr e atment N Te r atogenicity(7.)
廿b lfo r m atio n
c left l ip(7.) Curly tai l(完)
Con tr ol
S A
S A＋ S- 9
S A＋ P B,S - 9
SA ＋ 3 M C,S - 9
1 2
2 2
15
1 3
1 0
0/12
1 6/2 2(73)
6/1 5(4 0)
6/13(4 6)
ち/1 0(50)
0 0
1 2/2 2(55) 12/2 2(5 5)
5/15(3 3) 6/1 5(4O)
:
4/1 3(30) 5/1 3(3幻
4/10(4 0) 3/10(3b)
Dayl l rat e mbryo s w
ere c ulttl r ed fo r 72 hou rs ･ Sal icylic
w as in cluded a s ind ic ated unde r cultu r e cond itio n fo r
2
fr actio n(S- 9) plu s NA DPtlad ded in c ulture m ed iu m for 2
p B,S
- 9: P he n oba rb ital tr e ated hepatic fr a ctio n
3凹C,S
- 9: 3- me thylchola nthr e n etr e ated hepa tic fr aLCtio
n
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a ci d(SA 60 0p g/nl s e r u m)
hour s. A r at hepatic
ho u r s.
A : Co ntr ol
B: Sal 土cyl 土c aci d
6 0 0岬/ml, 2hrs
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ト2-2 考 察
本編鱒1費で行な っ た内容で 枕 Salicylic acid のダルクロ ン酸抱合体の金成が矩し
いことから, それに つ い ての辞細な検索が不可能であ っ た｡ また, Ge ntisic acidや
salicylu ric a cid 棟京イヒ成) も合成品をAspirin と当用勘納口しており 珊 生体内
(in viv o) で生成されるのと同じような実験系ではなか っ た｡ そこで, この間箆点を補う
ために in viv o の性掛こより掛 ､ in vitroの実験系として, in viv o で 槻 し採取し
た種々 の肝S-9を利用することによ っ て, その肝S-9申の薬物代謝酵素の働きで生成さ叫
る Aspirin の代謝物の増潮 朝子へ の影響を解析する手法を導入した｡
催奇形率におい ては, Salicylic acid単 脚 羊に比べ て3種輯の肝S-9前 脚 羊で は
朗 報竣0-30%の 肝Fを示した事は Salicylic a cidが代謝物に変換した為であると考え
られる｡ しかし, 肝S-9PBへ肝S-9 3帆 の 脚 草の間では催奇形率や項目別の 棚 率
に数健 (%)の上で は善がなく生成代謝物と発現した奇形の間の相関性と, 奇形のタイプ
を明確に分けること払 今回の結果からは出来なか っ た｡
この こと昧 肝S-9の作柑時間および容畳の問題であると推測される｡ しかし, Salicylic
a cidの奇形発現率が 十 様に肝S-9前処理で抑制されることから, 第1章の蛙果を 射 け
すべ く, Aspirin の催奇形性の滑牲本体 (活性代謝藤棚 は Aspirin 自体と Salicylic
a cid であることが明確とな っ た｡ この結果枕 Wils onらが報告した in vivo の結果と
一
致したが, (2 2' 一 方 Aspirin の奇形はその型が異なることは in vivo では証明されて
い ない ｡
たしかに生鉢内で Aspirin から Salicylic a cid へ の変換は迅速かもしれない飢 Aspirin
の持つ催奇形性が Salicylic acidの みで はなく Aspirin と Salicylic acid がある比率
で胎仔申に存在した時に重篤な奇形が発萌するのかもしれない ｡ この こと昧 ま っ たくの推
謝かもしれない力も 1973年 Koshakji の報告によると Salicylic acid を妊娠ラ ッ トに投与
すると催奇形性が非常に弱く, 逆に 卿瑚劫 噂味数の知%を占めてい た, 十方 且spirin
を同じ時期の妊娠ラ ッ =こ投与すると催奇形性 働 - )i, ニ ヤ , 脊椎裂 etc) が強く発現され
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たが吸収騒発漠率は Salicylic acid処重野草のl/2E} 下で あ っ た｡
く1 5)
このような in viv oにおける催奇形牲試験や生殖着陸蔓式駿の不明確な面に比べ , その点,
今回用いた Whole 酬bryo.c枝1t
ur eで8j:, 代謝産物とそのもとの薬物 (化食物 の胎仔へ
の影響を母捧の肝および腎の関与なしに区別して確絶することが可能である上に, in viv o
の システム に近い代謝 繍 を人工的に構成して目的の代謝産物を in vitr oで飾り出し,
その胎仔- の影響および毒鞠 な奇形の型の解析も可能とな っ た｡ 今回の試験費で ある AspiTin
の場乱 Aspirin 自体に強い催奇形性が組められ Salicylic acid の持つ催奇形性と枕
その型 (タイプ) がちがうことが明らかとな っ た｡
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輿3費 小 括
本編の目的とする研究結果から次の点につ い て明らかとなっ た｡
(1) &spiTin のみ の噂掛合仔- の影響をみ るために, その処理時間を2時間および4時
間に区切っ て観察した結鼠 妊娠1 柑目(plugday=0)で体節数31-33から培養した
ものに処理すると浮鮭中心の奇形が発現された｡ これは Aspirin の申矧毛謝物で
あるSalicylic a cid の紡発する衛形の型と異なることが明確とな っ た.
(2) Aspirin 比培潮台件の成長抑制効果も持ち, 頂常長および胎仔紐蛋白蚤を有意に低
下させた｡
(3) 舶pirin およぴ Salicylic acid はいずれも培醐 鮒 ㍍自数を作用時間内で隊下さ
せ胎仔の血液および酸鼠 栄教分 (アミノ酸など) の補給に障害をきたす可能性が
示唆された｡
(4) 薬物代謝酵素紡導をかけた肝S-9PBおよび肝S-9 3FK;と撫処理の肝S
-9を親入した
結果, Saticylic acid の催奇形性および培養胎 剛 胡数の低下披軽減された｡
(5) Ge ntisic a cidおよぴ Salicyluric a cid の噂鼓胎仔に対する 偶 につ いて, Salic
ylic acidまたは Aspirin の持つ諸影響は認められなか っ た｡
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輿 2 締 ア ミ j ピ び ニ′ よ , 骨 の 憾
お 』こ び ビ タ ミ ン 個
I
且 の 戯匿覇軒罰撃僻整 の
顧 蹄 串こ お も才 一 る W ho l e e m b r y o
c u且 七u T e の 応 芦田
第1章 アミノ ピ 7)ンと 4- アミノア ンチ ピ1)ンの培養胎仔へ の影執こつ いて
馳ole 部Ibryo ctlltu r eを用い て, 弟2試験薬物としてア ミノ ピ7)ン 仏M) とその代謝
産物 (4- アミノ ア ンチピ T)ン,姐)の培養胎仔へ の影響を捜索し, Saito らによ っ て1981年
に報告されて い る in viv o における解析結果く8 7〉と比較換射した｡
(実験方法)
Saito らの in vivo の報告く8 7)における Anと 姐 の血中沸度の ピ ー ク健と時間から,
馳ole e mbryo ct11tu re ヘ の 且H および AA の処理数件昧 AM200dnl(2樹鞄 , 舶
250FLy(ml(2時間) とした｡ 動物昧 Wistar 今遭系妊娠ラッ ト11日日払lugday=0)より
胎拝を取り出し, 培藍朝生もま顔面部 ･ 尾部 ･ およぴ頚部の形成に充分な72時間の長期間培
養系を用い た｡ 棄液添加時の培兼液の pB は 7.2-T.6 になるように鋼製した｡
㈱
Table 7 および Figu r elOに示すように, AH劫0紳/ml(2時間) 処モ野草において 枕
洲%の高率セ 仇打Iy tail細短尾) を主とする下半身の著しい成島抑制および頭部の発育
不全が発現した｡ 一 方, An の代謝産物の 舶 250Edml(AMと当モリレ墓)(2時間) 処理し
た縫艶 催奇形性もま線められF, 血液捧循環も良好で対照群と差はなか っ た｡
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Tab le 7 Ter at oge nicity of aTninopyrin e′ 4
- a min o a ntipyrin e o r vita min BI
o n c ultu r ed r at e mbryo s
Tr e atm e nt Te r aモo冨eアicity Cu r‡y%tデil
Deヂ%f;tu s
@B･ C ･ ♯号･kL,･
Co ntr ol 0/1 0
且m土n opyrin e
20 0LIP/ml'2 hr
4 - a mino antip yrin e
2 5 0vg/ml,2 hr
9/10(90)
0/13
Ⅴ土七am土n B
I
0/ll
7 0 0岬/ml'2hr
9/10(90)
＋＋ 8. 0 ＋ 0. 2
＋ 7.0 ＋ 0 . 3
＋＋
7 . 5 ＋ 0 . 3
7 .3 ＋ 0 . 1
@: Body cir c u r atio n #: Cr o w n ru mp le ngt h
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Figu r e 1 0 Ef fe cts of a min opyrin e on c ultu r ed
r at embryo s
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第2牽 ビタミ ンBl大豊投与における培養胎仔ヘ の影響
く実験方法)
ビタミ ンBlの大董投与時における血中液酸を基準として, 700鞄/nl(2時間) 処理を行
ない, 埠耗胎仔へ の影響を観察した｡ 仙ole embryo c ulture syste m晩 アス ピ7)ンお
よびアミノ ピリ ンの実験と同様の系を用い た｡
㈱
Table 7に示すように, in viv oで催奇形性の報告のない く
88' ピタ
､
ミ ンB1700ELdnl
(2時榔 処理した緒泉 催奇形率は0 %であり, 培勘合仔へ の 影響はなく, Figur ell
に示すように全身の血液体循環は大変良好であり, ビタミ ンB18ま培勤朝子に無害であると
考えられる｡ また, in viv oと in vitro で同じ成績を得た｡
Figu r e ll Ef fe ct of vitamin B1
0n C ultu red r at embtyos
3 7
第3章 考 察
Table 8に示すように, in viv oで強い催奇形性を示すアス ピ 1)ン, アミノ ビT)ンおよ
びサ1]チル酸におい て, in vitr o の実験系である 帆ole enlbryo c ultur eにおいても in
vivo と同様なタイプの奇形を同部位に発現することが確紐された｡ ⊥ 方, in viv oにお
いて, 催奇形性の報告のない, アズ ビ7)ンの代謝産物 (ゲンチジ ン艶 サ 7)チJ 働 や
アミノ ピT)ンの代謝産物 (4- アミノ ア ンチピ7)3/) およびビタミ ンBlにおいて は, Whole
embryo culture でも催奇形性はま っ たくないか級弱であ っ た｡ 滋ほ , これらの結果よ･り,
他ole 印bryo cultur e は in vivo における薬物の催奇形性を再現できるばかりか 試験
法としても精度は高く, また単軌の持つ催奇形性の作用執事をみ る上で も最適で あり, 次
編以降で 晩 特にアス ピ1)ンの催奇形性の作問執事に つ いて , この実験系を用いて換索し
た｡
Tab le 8
Te r atoge nicity of dr ug in viv o a nd in vitro
Dr ug Zn viv o 工n vitr o
Aspl r土n
Amin op yr土n e
＋＋＋ ＋＋＋
Sal 土cyl ic a c土d ＋＋ ＋＋
Ge ntis土c a c土d 十
Sal 土cylu rまc ac土d -
4 - a min o a nt土p yrin e -
Vita min B
l
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解 語 揃 鬼 馬 脚 息T 五m お よ ぴ 盟孤 且息G y且且c 晶C 鼠鵡 の
榔 雅致 の 椀 防 の 噺
現在まで Aspirin の胎梓に対する影響壮健々 , とり掛ヂられており妊娠中の妊産婦ヘ の
校費は敬重な注意のもとに行なわれて い る｡ しかし Aspirin は妊婦に多い聯痛や歯の痛み
止め, または流 ･ 早産予防薬として広く使和され 特に間節T) ユ ー マ テには大豊投執こよ
っ て鎮痛効果をもたらしてい る｡ そこで Aspirin･ の月餅Fへ の様々な影野こつ いて , 大量投
与の結果おこる催奇形牲の他に 能 管通観和する豊 能凍用董)a)Aspirin やイ ンドメ
タ シ ソを妊 脚 に単固投与しただけでも胎仔期にのみ必要な動脈管であろポタ ロ
- 管の
正常の2 剥が収縮し死敵 棚 亡をきわめて高い確率で発現していることカ噸告され
て い る｡ ( ”)
十 瓦 妊娠中靭 (静 脚 におけ畢IAspirin の胎肝へ の副作用の報熟ま主に催奇形
性に集中している｡ しかし, その催奇形性の作用機序は種々報告されてい るがいまだ明確
なもの はなく予防すること娃できない ｡ 現在まで提唱された Aspirin およぴその主代謝物
である Salicylic acid の催奇形性の作問執事の諸掛ま次に示したとおりで ある｡ 廟臓開
基栄であるコ ラ ー ゲ ンおよぴ鍍金組織である酸性ム コ多 榔 の生合成阻害鋭,･間葉軸陶の
cellde at域 , 恥 Zn, Feなどの金蔵の吸桝狙審税, D紺色などの 柳 脚 , 以上こ
れらの報掛まin vivo( 一 部 in vitr o) において提唱された穀であるがこの後より詳細
な追求はされておら溌 そ の泊旋や予防に つ いての検討もされていない ｡ 著者披 これら
の諸税を参考にして 他ole e mbryo c ultm systcnlを用いて 且spirin の催奇形性の作用
執事に つ いて弟3編および第4縮で検索した結果を示す｡
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第1章 卵黄封舜 bolks a c) の血管形成へ の影響
僕駿方法)
wista r(朝g) 系妊娠ラ ッ ト(plugday-0)ll
･ I/2日目の胎仔を取り出し24時間増車した｡
胎仔を2時間 pr ein cubatioふ した後, Aspirin500dml.2時間処理した｡
卵黄糞(yolk sa c)の観察および解析は実榊翰娘轟写真(Wild)を用いて行な っ た｡
く窯 脚
Figu , e12に示したように, 対照群 (注射用滅菌蒸留舶 雌 靭 において は yolks a c
の血管形成辻良好で, 太い動脈が yolks a cを包むように枝分れしておお っ てい る｡ 十方
Aspirin 5 00dm1 2時間処理した群の yolksa cの血管形成は血管の潮干が確経で尊な
い程, 障害を受けており, 申の胎仔の観茶も困難なくらい, 膜のタ ンパクの変性が生じ胎
仔の心拍数も低下した｡ しかし, 胎盤の血液謄曝は正常で障害が少なく Aspirin の催奇形
性の作用点の1つ として yolks a cからの乗物(Aspirin と代謝物 の difusion による
胎刷幾能低下が考えられる｡
Figu re 12 Effe ct of a spirin on yolk s ac blo od cir c ur atio n
4 0
第2費 培養ラ ッ ト胎仔激突起の組織陳本からの解析
く寛晩方法)
wista r系妊娠ラ ッ ト11.5日目 blugday=0)より胎仔を取り出しT2時間培養し, 増車後の
胎仔鼻突起の水平方向 (図7を参掛 の部分の組織切片を伸成し細胞レ ベ ル での Aspirin
と Salicylic acidの影響および催奇形性の換索を行 っ た｡ また, 組織切片紘超薄切片接
(7 0)で作成しトル イジ ンブル ー 艶色した｡
T
追
ミ^
Figur e13の写真に示すように, 鼻筋の限入の程度が
ま っ たく異なる｡ 対照群の正常な鼻掛ま72時間培養後
疎く陥入して い る飢 口唇裂を引きおこした s alicylic
acid謝 鵬/悶1 2時間処理した鼻笛の形態枕 浅く棟
に拡大した型を示し, 上皮に重篤な空挺が発現してい
る｡ 上政の障害に比べ ると較度である舶 上劇司辺の
閉幕細胞にも障害が組められた｡ また, 開幕細胞の全
林の配列も s alicylic a cid3釦紗/m1 2曙関 細 筆
(図7) 組織切片切噺部位
叫 では乱れており細脚開陳が大きく細胞同志の バ ランス
もくずれており, 上皮の近鰍こは核溝縮も縁められた｡
づ 軸pirin 500pdm1 2時間処理した群で統 額面に潮垂の発生した検体は切片作成が
困難な結最 上脚 勺障害の少ない換陣を用い たところ写真(D)に示すように染色される細
胞数が少なく細胞の配列は乱れており細胞間隙は Salicylic acid処理より大きく, 水分
が貯留し浮腫が発現した現象を細胞レベ ルでも裏付けた｡
欝3章 考 察
Aspirin 5WtLdm1 2時間処理した結泉 胎盤は対照と射 は か っ たが yolks ac は重
篤な蛋白変性･傭変性) を発現し, また血管形成の低下が著しく現れたことから･ 鮎pirin
4 1
は y.1ksac からdifusion によ っ て胎仔に攻撃し串結農 yolksa c に卑えた障害と同
様に細胞 (上皮および閤寮 に影響を考え催歯形性を示すことが示唆された. また 1
日日は胎盤が形成過程で あり, 後の胎盤の働きをこの時斯の yo･1ksa c が帽子して い ると
いう鋭から, この 触pirin の障審は胎仔へ の増凍液からの栄養分の補給, 排瓶 酸素の供
給能が低下した結免 胎仔の発育 ･ 成長に大きな障害となると考えられるo そして, yolk
sa c を通過してきた Aspirin および Salicylic acid は胎仔の上Bt
-I.潤頚細胞の噛で細胞
壊死作用によ っ て直観 胎仔に障害を与えると考えられる｡
細胞を染色した細腰切片を観客した紙賂 準色されない部分は棚包壊死により壁胞化し
たもので ある｡ 特に Aspirin 処理群は浮腫が多く細胞間液が異常に増加し, 切片を切 っ て
染色してもその細胞数は対照に比べ少なく細胞間が大きく, この時靭特に増殖性の戯画突
追 (鼻 繊 の細胞は密にな っ てい る状態でなければならないが, ま っ たく逆であ っ た｡
A: Co ntr ol
4 2
B; Sal 土cyl土c a c土d 3 9 0岬/ml. 2hr
c: sal 土cyl 土c a cid 39恥 g/ml′ 2br
4 3
D: Aspirin 5 0 0ug/m1' 2 hr
Figu r e13 Aspirin および代謝産物の 額面部鼻突起 へ の影響
(組織標本か らの解析)
細胞が以上のような状態で は, その増殖性は低下して い ることから, 且spirin が培養胎
仔の成長抑制をひきおこすと考えられる｡ Salicylic a cid処理で は全体的に組織切片の
状態は Aspirin の障害に比べ て軽症で あり上皮の空油化と十帥の間葉細胞とが障害をう
けただけであ っ た｡ しかし, 鼻音の陥入の程度が非常に弱く, 外側鼻突起および内側鼻突
起の隆嘩および間葉細胞の増殖が Salicylic a cid によ っ て抑制されてい ることが瞭因で,
内州脚鼻突起の癒愈が不全であることから, 口唇繋 (cleft lip)が発現すると考えられる｡
この結果に関する幸階 比 1982年 Shepard らによ っ て妊娠10日目の ラ ッ ト胎仔を48時間
培養した系に Sodiu ms alicylate を処理した報告がある｡ その結免 頭緋と肢芽の間葉組
織(m e s en chym e)の細胞が necr o sis を引き起こし, この影響を受けて, neur al tube の閉
鎖不全とい う障害が発現することを示された｡ (7 り
44
著瀞の賓脚古巣からも, 尾部や口磯部の閤薬細胞の内側からの増殖によ っ て, ぞの形態
形成および発西成最が欄節されてい ると萄えられ この一ユニ皮
- 閤 鞠 鞄へ の 触piTin およ
び Salicy=c a cidの影響郎 その催帝形性の根本的な原因であることを示唆した｡
また, 開封田拍などが作り出す細胞間基輩となるコ ラ ー ゲ ンや給食組織の酸性ム コ多糖
類 - の 且spirin および Salicylic acid の影響に関しては, 細胞白身が障害を受柑てい る
瀞や組織切片の状態を観察した結果からみてもかなり, その形成に障害を替えてい ると考
えられる｡
1965観 IJa rSS O nおよび 臥ss e11 は s odium s alicylate がマ ウスにおい て酸性ム コ多
糖の後金成を阻審したと率階 したo (
l 芝川 3' 3 5s- s ulphate の取り込みが Salicylate に
ょ っ て減少したと率階 した航 このような結 組 織にしても細胞間基輩においても細胞が
正常な時に作り出すものであり, 細胞と共に形態形成を司さどる重要な因子である｡ 以上
の結果や幸隙 から Aspirin および Salicylic acid
■
は細胞レベ ルで障害を与え, ､さらに
結合組織の形成も阻害することから鹿島抑制および催帝形性を発現すると考えられる.
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第3編において Aspirin および Salicylic a cid 釈 脚潮艶 yolksa c および間葉柵
胞レベ ル での よ っ て培養恰好の成長を抑稀柑
‾
る, または催奇形性の原因で あると考
察した｡ しかし, A.spirin および Salicylic acid の処理はわずかな限られた時間であ っ
た｡ その短時間の間の培脚部子の細胞感受性が異常に高ま っ て い た時期に薬物が作周した
のかもしれない . in vivo においての研究でも妊娠1 柑目(plugday;0)に単国技卑しただ
けで21E1日の観察で催奇形性を確誰できる飢 正確に胎仔の ど¢)時期 (embryo nic stage)8こ
作用し, い つ催奇形性を発現するのかは言糊 に解析できない ｡ そこで本編において 比 良s
pirin およぴ Salicylic acid の催奇妙性の作用槻停の解析の手段として, 仙ole eMt)ryO
c ultureを用いて, その持続的に観察できる利点を生か して, 時間とともに Aspirin と
salicylic a cidの催奇形性の発現過程につ いて研究した｡
第1章 Salicylic acidの奇形発現における培養方針子の障害時期と発現時期に つ い て
く実験方法)
且spirin の作用は, その塵篤な障害度から考えて奇形の解析の手段が郎尉ヒすることか
ら Salicylic a cid600抽/Tnt 2時間, 作用させる 100 %催奇形用養を用いて, 指標とする
奇形を口唇裂 噺 書沿 と曲短尾 (尾昏沿の2点に固定して, その催奇形性発現の時期を
観察した｡ 胎仔の培養は72時間行ない観察点は 24,48,60,72時間の4点とした｡ 動物は
Wistar(朝卦 系妊娠ラ ッ ト11.5日目の胎仔を取り出し, 体節数31-33より培養した｡
Salicylic acidは2時間の1随 培養開始日に処理した｡
く発鮒漬菜)
Figure14に示すように, 24時間培養時点では全身の形および東面部そして尾部も正常
であ っ た｡ Figu re 15,16に示すように, 48時間培養時点で は Salicylic a cid処理群で は,
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Figur e14 24時間培養時点に おける Salicylic acid
の ラ ッ ト胎仔 へ の影響
Figure 15 48時間培養時点に おける Salicylic
a cid
の ラ ッ ト胎仔 へ の 影響
4 7
Figu r e16 48時間培養時点にお ける Salicylic acid
の ラ ッ ト胎仔 へ の 影響 (血液循環 へ の 影響)
FJigur e1760時間培養時点にお ける Salicylic a cid
の ラ ッ ト胎仔 へ の ,影響
4 8
Figu r e1 8 72時間培養時点における Salicylic acid
の ラ ッ ト胎仔 へ の 影響
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庭師先端部の屈曲が組められね またこの時点で胎仔の全身の血液循環あ Salicylic a cid
処理で低下喝蔓血蝕能が J瓢 障審を受けたと考えられる｡
Figur e17に示したように, 60時間増額時点でもま潜面から頭軌こかけて Salicylic a cid
処理群たおいて対照に比べ て少し成島遅延が謎めちれるのと, sho rt tail(短樹 が発現
した｡
一 方この時点における左右, 爾数寄の形成における Salicylic a cid の影響は発現
しておら束 cleft lip の形成はこの後の 釧bryo nic stage がその発現の施界点となる
と考えられる｡ そして Figu re 18に示すように , Salicylic a cid処理群で 払 72時間増
瀞時点で短尾(short tail), 曲尾(cutly tail) そ して口唇裂(cleft lip) が発現しゎ
第2章 考 察
以上の結果から次の点が明確とな っ た｡
① 培養2時間で Salicylic acid600脚′m1 2時間作問した結鼠 噂 軌 時間の時点
で は対照群と蒙はなく, 胎仔はま っ たくの正常で あ っ た｡ 伊igu r el心
③ 48時間培養時点で は尾部の軽直の異常と胎仔血液循 馳 聴 下してい た｡
(Figur e15,16)
⑧ 欄 時点にぉい て 払 Salicylic a cid処理群で尾部の軽変の異常が発現し
てい るだけで あ っ た｡ 伊igu r e17)
④ しかし, 72時間棒材曝点において重篤な曲短足と口唇裂が発現して い た｡
(Figu re18)
①卦診④点の結果をまとめると, Salicylic,a cidによる胎仔の障害靭は処理した最初
の
妊娠11日目(plugday=0)の増車開始2 - 4時間の時点でダメ ー ジを受枕 その結果とし
ての奇形発萌時期結噂都0時間以後72時間まで の閤で誘発されると考えられる｡ つ まり,
salicylic a cidの作同時点は妊娠11日目の胎仔細胞に作印し障害を与え (初期効果),早
の後培養釦時間から72時間の形態 脚 に奇形として発現すると考えられる｡
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鮮3費 Sa且icylic a cid韓発口 槻 の惟柄執事としての境南練熟突起の
隆起抑制傍用に つ いて
く実験期 む
4 -1 と同手練およぴ同じ動物を使相して実験を行な っ た｡ 蛋白定董は Low ry法を用いて
行ない , 激突起は.培渡胎仔3匹分杏 po ol したものを1検体 (A-1)とした｡
㈱
Table 9 に示したように, 顔面部の激突起の隆起が噂鮒)時間から72時間に発現するこ
とから, その随担と細胞増殖を蛋白登の射ヒで求め, Salicylic a cidSO脚/ml(2時間)
の影響を概容した｡
換陣は図8に示す部分を切開して
(図8)
堵耗胎仔3匹分を1 換捧 (n-1) とし
て用い た｡
そ の結免 堵 鮒 時間目において,
Salicylic a cid処理群は i甲 Viv9
の対照敵 および in vitr oの対照
群の両群から, 有意に約瓢%の低下
こ)
J>
0
E;nbrye
～
¢
I?
b
d
L+
Ctlt
Nasal pr omirl e n C eS unit
を示した｡
そ して外蓑的に明確に奇形の発現した噂 軒2時間目において 払 in vitro の対照弾よ
り蛋白卦i23%の低下を示した｡ これらの縫果より Salicylicふcid もま培薬餌時間目から
72時間目にかけて 飾 師 勝突起の隆起を抑制する作用を拝も 号の結果として口唇柴草発
現すると考えられる｡
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Ta ble 9 E f fe ct of s alicylic a cid(S A) o n n a･s al pr o min e n c e of c ultu r ed e mbryo s
Pr otein conte nt of n a s al pr o mine n c e(tlg/e 汀血ryo)
Tr e atm e nt
60 ho urs 7 2ho u r s
In viv o(c o ntr ol) 6 1 7 7. 6 ＋ 5 . 4
エn viヒr o(c o ntr ol) 6 15 3. 0 ＋ 7 . 5
S A 6 0 0岬/ml(2 br) 6 80 . 0 ＋ 5 . 0★ ★
2 0 0. 3 ＋ 3 . 5
16 1. 4 ＋ 3 . 2★
1 2 4. 6 ＋ 5 . 3★ ★
★ p < 0 . 05 * * p < 0 . O 1 出e a n ＋ S . E .
第4章 考 察
第1輩 (4-1)に示した Salicylic acidの外患奇形の発現枕 増触8時間目より尾部に
生じ, 増漸2時間目において曲短尾(Curly tail, Sho rt tail) が形成される｡ 十方細面部
の催奇形性は培毒雛0時間目まで は外衷a)状態は対照群と善がなく培垂軒2時間目で, 初めて
Salicylic acid処理群に重篤な口唇繋が発現した｡ この作用機序に つ いて, 内部から間
葉細胞の隆起する現象に障害があると外脚鼻隆起と内側鼻隆起の癒合が不完全となるとい
う 臓 t, 弟3編で示したように Salicylic a cid処理の組織切片の鼻苗の状態が対照に
比べ て浅く拡大して い る点を考慮し, 隆起する能力を鼻突起の輩自豊で比較した結果, 培
教諭時間および72時間目で Salicylic a cid処理群において有意に蛋白貴は低下し, 鼻突
J
起隆起執兼に障審を与えることを示した｡
以上の結果より, Salicylic a cidを妊娠11日目のラ ッ ト胎仔の培養初日に処理した結免
明確に その催奇形性を区別できる時期(発卿寺期) 払 培養48時間目で尾部に異常が現れ
そして, 額面部の異常は鼻突起の隆起の開始される培養即時間目から72時間目にかけて示
された｡
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Aspirin が in viv oにおいて血中の カル シウムを正常値以下に低下させる館摺を持つ こ
とは1980*砿a 槻 ShiTTtaらによっ て報昏された｡ (2 5) 1981年 Uenoらによ っ て Aspirinの
血中 か レシウム低下作用の奄執事軌 カ ル シトニ ンおよびビタミ ンD3の清性型である
1α
.
-0 臥D3 の共通の 倒 点を介して骨へ の か レシ ウム の取り込年増如によるものであると
報告された｡ (7 2) また1982年 Katoらによっ て , PG生金成阻害による血中カ′レシサム低
下症ではない ことをイ ン ドメタ シンと Aspirin の比較実験で証明された｡ (7 3) また
且spirinの催奇形性を聴々 の か レシウム永溶液によ っ て軽減するという朝敵が1982年 ロenoら
によ っ てなされた｡ (7 4) 一 九 Aspirin の催奇形性q)発額型は主に骨格異常が多く, 口
唇裂 (Cleft lip), 多緒0'olyda c七yly),および曲短足(Curly tail)カ髄娠11日目投与にお
いて多発した｡
そ こで Aspirinの持つ血中カ ル シウム低下作用が妊娠ラ ッ トにおいても, 発現したこと
から, をの催奇形性とカ ル シウム低下作何につ いて, 因果防除を追求すべく本繍で は
Aspirin 紡発催奇形牲のカ ル シウムによる軽減に つ いて述べ た｡
第1章 カ ル シウム負荷による Aspirin 務発奇形の軽減につ いて
(5-1-1)カ ル シウム 法による Aspirin 読発奇形の胎齢の検索
く実験方法〉
動物披 交配用に8ま噸堆8週給のSD系ラ ッ ほ 用い , 9 -12適齢のSD系妊娠ラ ッ トを作
成して俵田した｡ 交配方掛ま前日P.”.4:00に同居させ翌日且.”.9:00にplugを確絶して交配
成立とし, この日を0日とした｡ 飼料は日本ク レア(CE-2)を与え, 飲料射まイオ ン交換永
を自由に摂取させた｡ 餅育期間中は室温詑℃ , 定時照明 U:00-19:00)の恒温室内で飼育
した｡ Aspirin の投与もま皮下投与
-e, また0.01M CaC12の投与は自由飲永で行な っ た｡ 採
血は眼底熟知法で行ない, 血中Ca健の測定披 o - Cresolphthalein c 珊ple x one(KPC#)く
75)
,
5 3
血中 Salicylic acid親熟も BTOdie
く7 あ'および Ra 榊1a nd'
” ' の方経で定馨したo
く寒 鮒
Table10 に示すようにラ ッ トの器官形成斯の開始される妊娠8日目(Plug day-0) からと,
Aspirin の催奇形性のピ ー ク健を持つ妊娠11日目
`2 4)に標的期間をしぼ っ て宙由飲泳法で
o.olM CaC12水溶液を妊娠ラ ッ トに与え 且spirin 触 を皮下投与し, そ の催奇形性
の変軌こつ いて観客した｡ Aspirin 軌 g/kg投 朝草で は催奇形牲(口唇瓢 曲短嵐 多脚
が訂.3 %, 喝刑期劫ql.2 %で胎仔毒性率は58.4 %と高率に発現した｡ 0.01MCaC12を妊娠
期間の8-21日目に持続して与えた結果, 碇奇形率は 6.3 %, 吸吹跡ま15.2貯ご胎仔毒性率
が21.5 yoと CaC12処理によ っ て催奇形性が貯下した｡
また同株に 且spirin 投与の前後24時間づ つ合計盛時聞の聞(妊娠10, 11日目)に 0･01M
Tab le 10 Ef ect 8 0f c alciutnchlo ri de on aspirin(Asp･) 1ndu c ed fetal to xici ty in r ats
Tr e a tm en t Day of pr egn a n cy No . of No . of No . of No ･ of Fe亡al
in Ca - lo aded da n Dam s Implan t at:io n Mal fo rm at io ns Re s o rptio n To xici ty
(芝) (Ⅹ) (完)
Con 亡r ol
(lo‡ Tv e erL8 0)
Asp. 500mg/kg
ASP. 5 0 0tng/kg
Asp . 5 0 0ng/kg
Asp . 50 0mg/kg
8 - 2 1
8 - 2 1
6 7 7 0 (0)
6 77 21(27.3)
6 79 5(6.3)
1 0, 1 1 6 7 5 1 0(13. 3)
l l, 1 2 6 7 8 17(2 1.7)
1 (1. 8).
24(3 1.2)
12く15. 2)
4(5.3)
16(2 0.5)
1 (1. 8)
44(58.4)
17(2 1. 5)
14(18. 6)
33(42. 3)
A8Pirin w a s admirli8te r ed s ubcu t a n e o u sly to pr egn a nt r a ts O n day ll of ge stat io n.
0.0 1 Hc alcium ch lo rl de 甘a 8giv e n a s t ap W ate r ad l i b it um .
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CaCl苫を処理した結果あ同じく, 催奇形率13.3 %, 胎仔毒性率18.6 %と無処理の AspiTin
単独挽尊群に比べ て激減した｡ 一 方, Aspirirl振替後に自由飲永で0.01M CaCl芝を48時間
(妊娠11, 12日目)に与えた結果, 催 脚 1.7 %, 胎仔毒性率が成.3% と奇形発 射 筒密
度に示された｡ この結果払 カ ル シウム の供給がおそか っ た為と考えられる｡ 以上の結果
から, 妊娠1 柑目の母体血中のカ ル シウム騰が Aspirin の催奇形性に重要な役割をはたし
て い ると考えられる｡ ぞの点につ いて Table.10に, また, Tableユ1 で催奇形性を示した
母捧の妊娠11日目の血中カ ル シウム健の変動を示した｡
Aspirin 馳 g/ks(S.C.) 棚 草の捜 削 時間後の血中カル シウム構は対照群に比較
して, 有陵に腹下しており, 同様に高い胎陣毒性率(42.3 %) を示した妊娠11, 12日目に
o.olMCaC12を処理して Aspirin と併用した群においても有意に血中カ)i,シウム健が低下
して いた｡ 一 方, 妊娠 8-21;10,1 柑目に0.01MCaC12を処理した群では Aspirin 碗発
血中*)レシウム低下作剛ま抑制されていたが血中 Salicylic acidは Aspirin 雌 群, 全
てにおいて高弟定の存在が確酪された｡
Tab le l l
Effe cts of c alciu m chlo ride o npla s m aCa a nd s al icyl ic a ci d(SA)
c onc e ntr atio ns in a spi rin tr e ated r ats
Tr e atm e nt Days of pr egn a n cy No . of Pla s m aCa P la s m aS A
irl Ca - lo aded da m da m s ( mg/m1 ) ( tlg/m1)
Co ntr ol
(Tw e en 80)
Asp土r土n
50 0m g/kg
Asp土r土n
5 0 0m g/kg
Aspirin
5 00mq/kg
Asplr土n
5 0 0m g/kg
8 - 2 1
8 - 2 1
10 . ll
1 1
′ 12
8 . 93 ＋ 0 . 9 1
8 .16 ＋ 0 . 2 2★ 5 8 7. 0 ＋ 3 4. 2
8 . 6 3 ＋ 0. 43 6 6 0. 3 ＋ 1 0. 1
8 . 63 ＋ 0 . 13 514 . 8 ＋ 4 8. 1
8. 01 ＋ 0. 2 2★ 58 4. 5 ＋ 5 . 5
★
p く0 . 05 出e a n ＋ S ･ E ･
Aspi rin w a s administe r ed s ubc uta rle O u Sly to pr egn a nt r ats o n
day ll of ge statio n. B lo od s a mple s w e r e c ol le cted by orb ital
Sac pun ctu r e 4 ho u r s af七e r 七r e atm e n七 ･
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以上の結果を次にまとめた｡
(1) 妊娠8-21日目および妊娠10,1 ほ緋=0.01M CaCl冨を処理した鮮において, Aspirin
5 u kg(S.C.)による催奇形率および胎仔毒性率が約灘%減少した｡
(2) 妊娠8-21日目およtF妊娠10, 11日目に0.01M CaC12を Aspirin投与の前に処理して
おくと妊娠1 柑目における Aspirin による血中カ ル シウム低下作相が消失すること
から, この時靭の血中*)レシウム健が AspiTin の催奇形性の発現執事に - 一部関与し
てい ると考えられる｡
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(5-1-2) Ca-Gluc o nate 脚 持続投卑にお抄る Aspirin 魂発狂奇形性へ の影響
(実験方掛
(5-1-1) におい て AspiTin 捜毎晩の 楓 柑 目の母捧血中 かL,シウム健が Aspiri息 の
催奇形牲の重要な因子として関与することを報告した｡ そこで , この節では, (5- ト1) で
用い た0.01M CaC12包由飲水縁より確実な静脈よりの持暁注入法を用いた Aspirin 投与後
の血中カル シウム健を柵節する方経で実験を行な っ た｡
使喝した動物は, SD系妊娠ラッ ト(10-12適齢 朝酌､, ペ ン[
.
}ヾル ビタ ー ル 2 hg/kg
T.P. 捜旨を行ない , 麻酔下において大 鰍 よりカ ニ 且 - レを挿入し, ペ 7)ネタポンプを
用いて 0.6% Ca Glu c o n ate 蒋液の持続 臥 を3時間のl執 行な っ た｡
採血按 Aspirin 投尊後, 3時間で恨庶より採血し, 妊娠21日目に開腹し胎仔を取り出し
観察した｡
また血中カ)i,シウム健8ま∝打法により, 血中 Salicylic a cid洩度は Brodie の方法およ
び Rawla ndらの方法を用いて珊定した｡
く実 脚
Table 1 2 に示すように, Aspirin の催奇形性は Aspirin 単独処理酵(SJc.投句 で 枕
34.1 %の催奇形率を示した飢 Ca-Gluc o甲te(静脈注抑 を持続注入し前処理しておくと
Aspirin の催奇形牲は10.2 %と約1/3に低下した｡
Tab le 1 2
Ef fe cts of Ca - glu c o n ate o nAspi rin - indu c ed fetal to xicity
Tr e atm e nt No . of No . of No . of
Da m s =mpla ntatio n s Mal fo r m atio n s ( % )
Co ntr ol
Aspirin 5 0 0mg/kg
＋
s al 土n e
Aspirin 5 0 0mg/kg
＋
Ca - glu c o n ate
4 5 0 (0)
4 1 14 (34. 1)
5 9 6 (10. 2)
Pregn a nt r ats w e re c o ntin u o u sly infus ed w it h Ca - glu c o n ate
(0･ S% s o1･ 2m 1/ra t/3hr) 1hr af te r inje ctio n of a spirin at
day l l of ge statio n.
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この時の母路の血中カ)i, シウふ健挽 Aspirin 処理群で軌 対照群に比較して有意に12 %の
低下が組められた航 Ca-Glu conateとの併摺群で昧 血中カ ル シウム健は正常であ っ た｡
(Table
.
1 3)
Table 1 3
Effe cts of Ca - glucon ate on plasm a Ca and s al icyl ic a ci d
(S A) c o n c e ntr atio n s in Aspirin tr e ated r ats
Tr eatm e nt No . of Pla s m aca Pla s m aSA
Dams (m g/d l) ( u g/m1)
Co ntr ol
Aspirin 500mg/kg
＋
s al 土n e
Asp土r土n 500mg
./kg
＋
Ca glu c o n ate
9 . 7 1＋ 0 . 32
8. 51 ＋ 0 . 67☆ 3 8 1. 6 ＋ 4 3. 5
9 . 5 0 ＋ 0 . 2 9 399 . 3 ＋ 46. 1
Pr egn a nt r ats w e r e c o nti u o u sly infus ed w ith Ca glu c o n ate
(0 ･ 6% s o1･ 2m1/r at/3 hr) 1 hr afte r inje ctio n of a spirin at day
l l of ge sta七土o n.
5-1-3 考 察
妊娠1ユ月日に母獣の血中か レシウム 健が Aspirin の催奇形性の 一 部を にな っ て いるとい
う倣鋭は本編において証明された｡ しかし辞細なカ ル シウム の, この時靭の胎仔へ の影響
につ いて払 第6縮で述べ る｡
また, Aspirin の催奇形牲が CaC12や CaGlt]c o n ate によ っ て 1(氾%その発現を抑翻す
る結果が得られなか っ た事実より, Åspirin の催奇形性の発車棟序においてカ ル シウム は
第2次的な役翻をして い ると考えられる｡ 十方, in viv o実験において 払 EGTA処理や謝
甲状腺輸出手術を行なっ た妊娠ラ ッ トから得られた胎仔は体重低下を示したが牲奇形性は
発現しなか っ た｡ (7 8〉
そして妊娠11日目のこの噂斯の ラ ッ ト胎仔吐 間葉細胞主体の軟組織状態であり, 軟骨
および骨払 まだ発生して いない時期で あり, 血中 か レシウム が削桝曳を行なうの は妊娠
14日目以後であることから, か レシウム の右肘ヒおよび化骨化に対する影響を Aspirin が
阻害した結果奇形が発現するという偏執ま除去されると考えられる｡
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前述した妊観 柑 目 - のE駅且処理枕 胎 脚 を示したことから間菓細聴の増殖に か レ
シウふ が影響を考えてい るのかもしれない｡ この点に つ いて は次縮(第6編)で 他ole e mbryo
c ultuT eを卿 ､た実験系でカ ル シウムの胎仔(妊娠11日目) へ の影響につ いて検討した｡
欝2牽 5-2-1Salicylic a cid類縁捧および代謝物の血中Ca低下作相と催奇形性に
つ いて
図9に示す Salicylic a cidの朝敵陣も盤泳内で Salicylic acid にな ることから
Aspirin と比較射すする上で, 本章においてその血中カ)i,シサム植へ の影響および催希形
性に つ いて解析した｡
く実験:方法)
使岡動物払 血中カ ル シウム健勝折用のラ ッ トは SD系雄性(捧東田)g)のものを用い ,
妊娠ラ ッ トは SD系8 -10瀞 のものを用いた｡ 血中カル シウム健は∝打法を用い , 血中
dihydro xyben z oic a cid および Salicylic a cid披 駄odie 変法を用いて定量した｡
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Table 14 に示すように, 生体申で Salicylic a cid に変換する各輯臨終晩 すべて血中
カ ル シウム低下作岡を示 した｡ 例え蛾 Salicylaldehyde(SAゆ 18 %, Salicylic alc ohol
(sat,)8%, b thyl s alicylate 怖)15 %と各身 , 対照群に比べ て有意に血中カ ル シウム
檀が低下した｡ また Salicylic a cid の代謝物である 2.4dihydro xy be n E Oic a cid(2.4D馳A),
2.5DBB且, 2.6DHB且および 2.3DHB且は単固投与で 払 いずれも血中カ ル シウム健の変動はみ
られなか っ た｡
salicylic a cidが持つ *)レト位(OW 位)の水酸基(-OH)がメタ位に つ いたm -hydT O Xy
benzoic acid(m -tlBA)とパ ラ位に つ いたp -HBA の単同役与におい ても血中カ ル シウム健に
は変化が組められなか っ た｡
2.4DEBA; 2.5DHBA.; 2.6DIBAおよび 2.3DnBAはいずれも生休内で 法2時間程度しか貯
留せず, 排滑が非常に逮みやかであ っ た｡ そこで血中レベ ルにおける半減蜘G2時間前後)に
おい て各々約1/2量追加して投与した結果, 2.4D皿Aおよぴ 2.5DHBA において対照群に比
較して有意に血中カ ル シウム健が低下した｡ (Table1 5)
次に, DHB且(s)の催奇形性に つ いて Table1 6に示した｡ 血中カル シウム低下作問を有
した 2.4DEB且およぴ 2.5DHBA(Ge ntisic acid)8弱犯 -30 %の高い催奇形性を示した｡ 一 方,
血中カ ル シウム低下作珂を示さなか っ た2.6DHBA の催奇形性は約3 %であっ た｡
このDHBA(s)の読発する発現奇形のタイ プ払 尾部に限られており, Aspirin の持つ催奇
形性に出陳して軽症であ っ た｡
- ⊥方, Aspirin および Salicylic a cidと同等の低溢血症を示す Salicylic a cid 樹
林のSAH, SAL, と他誌血症を発現しなか っ たm 一 犯A およびp I EBA の催奇形率を Table 1 7
に示した｡
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Table 14
E f fe ct of s alicyl ic a ci d a n alogu e s o nthe pla sェna
G al(:£u m le v el ま.∩ r ats
Tr e atm ent mg/kg Ca(mg/d1)
Co ntr ol
sal 土cylic a ci d
Aspi rin
Sali⊂:ylal debyde
Salicyl C alc ohol
He thy1s alicylate
m - hydr o xy be n 2;Oic
a ci d
p
- hydr o xy ben 2:Oic
a ci d
3 50
200
1 36
40 0
4 0 0
4 00
4 0 0
2 ,3- di hydroxy ben 2iOic
aci d
2,4 - di hydr o xy be n z oic
a ci d
2
,
5- di hydr o xy be n z oic
a ci d
2,6- d i hydr oxy be n 210ic
a ci d
4 3 0
43 0
4 30
430
1 0. 2 3 ＋ 0. 33
8. 5 3＋ 0 . 4 1*
9 . 0 2 ＋ 0. 2 9★
8. 37 ＋ 0 . 28★
9 . 3 9＋ 0 . 29★
8 . 6 8 ･1 0 . 1 6★
9.50 ＋ 0 . l l
9 . 87 ＋ 0.1 7
1 0. 9 2 ＋ 0. 3 6
10. 52 ＋ 0. 26
10.98 ＋ 0. 33
10 .6 5 ＋ 0. 5 6
n =6 - 9 Me a n ＋ S.E . P<0.0 5
Tab le 15 Ef fe ct of 2. = i hydr o xyben z oic a cid (2.4-D HBA), 2,5-D ‖BA1 216- DH BA o nt he Se ru m
calcium Le v el a■nd D‖BA Con c entr ation in Male Rats
Tr e atm e nt Dos e mg/kg A ca (mg/dl)' D HBA Conc e ntr atio n(yg/ml)
2,4 -DHBA
2,5- D‖BA
2,6-DHBA
428 s .c .
4 28＋ 21 4s .c .
4 2 8s . c .
428＋ 21 4s . c .
428s . c .
428十 214～ . c .
- o
.19(6)
- o
.
6 6(6)* *
- o
.25 (6)
- I.27(6)★★
- o.52 (5)
- o.1 9(6)
25. 5 土5.0
6 5.4 土 1 6.9 ★★
2 6
.
3土 12
.
0
1 59.7 土 13.2 ★★
85.4 上 13.6
136.9 土 1 2..4
I Data a･y.e show n a s adif fe r e ntial Ca v a一u efr o mthe s e ru mCa 一e v el in the Co ntro一
gr o up , 9. 50土 0.28ng/d= n=1 S)･
' *
p < o･ o5 v ･ S Single
do s egr o up
6 1
Tab le 16 Fetal To xicity of 2,4-Di hydr o xybe n z oic Acid (2,4-D HBA), 2 ,5- D HBAa nd 2,6- D HBA in Rats
r･Jo . of No . of No . of No . oF No . of
Gro ups L it te r s Imp.a ntation sRe s o rption s Dead fet官S eS Ma-fo r m atio n s
r et d
l%i
Fe al To xicity
Co ntro一
2,4 -DliBA
2,5- D H B A
2,6- DH BA
ll
64 1 (1･6) 0(0) 3★(4.7) 4 (6. 3)
125 4(3･2) 1(0.8) 28★(22.4) 33(26. 0)
96 9(9 ･4) 1= .0) 29★(30.2) 39(40.6)
87 4(4･6). 1(l.i) 3'(3.4) 8( 4.6)
★ kinky tai一
Ea ch DHBAw a s administe red s ubc uta n e ou s一y to pr egn a nt rats at a do s e of 428mg/kg o nDay ll
of ge stat io n a nd a half do s e w a s administe red 2 hr fo= owing the initial do s age .
Fetal to xici ty w a s e st im ated by t he
■
ratio of to atl nt)mber of r e s o rptio n, dead fetu s a nd
n]alfo rnat io n to inlPla nts .
Tab le 17 Fetal To xici ty of Salicy= c a cidAn alogu e sin Rat s.
Do s e ‖o . of No . of No . of No . of No , of Petal
Gro ups (mg/kg s . c .) Litte,s lmpla ntatio n sRe s o rption ,De ad fetu s e sMal fo rm atio n s To xicity(%)
Co ntro1 6 73 2( 2.7)
AS∧ 500 1 5 136
SAH 400
SAL 400
rR-t[BA 4 00
p -HB A 400
1 5 1 67
16(ll.8)
29=7.9)
63 7 川 .1)
71 3( 4.2)
75 0( 0 )
0 (Q) 0 (0 ) 2 (2. 7)
9(6.6) 27a(1 9.9) 52(38.2)
13 (7･8) 3 5b(20･9) 77(4 6.1)
o ( o ) ll
C
(” .5) 18 (28.6)
4(5.6) 0 ( 0) 7(9.9)
0 (0) 0 ( 0) 0( 0)
ASA:Ac etyls alicylic a ci d, SA HこSalicylaldehyde , S A L:Sal icylalc ohol, ”BA:Hydr o xybe n z oic a cid
a : cleft lip ＋ polyda ctylia ; 14, k inks ta一l ; 4, c一eft lip ; 9
b : kinky tail;,1, cleft lip ＋ polyda ctylia ; 3 4
c :kinky tail; 8, sho rt tail ; 1, valgus fo ot ; l, v a ru s foot ; 1
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AspiTin の 棚 率が抑%に対して , Sam21 %, SAL18%と 鮎piTin と同等の催番
形性を督して いた｡ 血中 か レシウム健た愛執を尊えない m 一 価且とp -HBAは催奇形性披示さ
れず胎梓毒性率も10 %以下と対照群と同程まであ っ た｡
5-2-2 考 察
Aspirin と同様に生体申で Salicylic a cid に変換する Salicylic a cid の軸 捧であ
る SAHと SALは Aspirin と.同様に血中カル シウム低下作用を示した｡ そして発現した奇形
のタイプも口唇裂や曲短亀, 夢精などであ っ た｡ これらの共通性は, Salicylic･ a cidが
起因して血中カ)i,シ ウム 低下作何も催奇形性も発現すると考えられる｡ 十方, Salicylic
a cid にさらに1つ 水酸基(-OH)の入 っ た 2.4DHBAと2.5DHBÅ(Gentisic a cid) においても
ラッ ト母捧血中で維持できるような状態にすると血中カル シウム低下作問を発現し, 催奇
形性もAspirin 続発奇形タイプよりもま敬弱な曲尾(波形したタイプつが発現した｡
しかし, 2.3DHBA ;2.6DHBA; m 一 触且 およびp -JBAは低 か レシウム血産も催奇形牲も
発現しなか っ た｡
臥ヒの点を絶持すると, 血中 か レシウム健が低下するの披 Salicylic a cid の怖用の結
果であり, 2.4D恥A およぴ 2.5DHBAの発現した奇形のタイプは Salicylic a cid のタイ
プより故弱であり異なることから, Aspirin の催奇形性の主潮封℃謝産物は Salicylic
a cid であり, それに伴なう血中 か レシサム 醐 潤も催轟形性および胎仔毒性の
一 部を
司ると考えられる｡
なぜなら昧 19紀年 Uen oらは 且spirin 投写時の胎仔中の か レシウム健を珊定すると対
照群に比較して有意に城少したことを報告し, また S 姐の催奇形牲が CaC12処理で軽城した
という著者 の予 細 に基づき(Table.1 8); 妊娠11日目のラ ッ ト胎仔の鹿島にカ ル シウム
8ま重要な因子となると考えられる｡
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Tab le 1 8 Znflu e n c e of CaC12 0 n a SPil
-in o r s al icylaldehyde(B A H)
- indu c ed fetal to xicity in r ats
Trc atm ent 謁e…io n .詳言話芸;諾;
nt ”誓言;;:ntat ion
”
R…;.Ofpti. n㌫冨i冨三r m at ion
F
T
e
o…aiti ty'亀'
0 ･ 01 凹CaC12
Aspirin
5 0 0mg/kg, ら . C ･
Aspirin
5 0 0mg/kg, s . c .
l l
l l
l l
S ^lJ 4 0 0mg/kg. s . c ･ l l
SN J4 0 0mg/kg. 8 . C . l l
8 - 2 1
8 -2 1
8 - 2 1
8 8 5 7
6 5 7 5
6 45 1
6 4 8 4
6 5 5 2
35
1
1 2
P
7(8 . 2)
40(70.2)
2(4.4)
16(3 3.3)
2(3 . 6)
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策3聾 小 指
(1) 且spirin 鉄 柵 形性札 特に妊娠10,1 柑目の母献血申か レシウム健の変化によ っ
て影響を受軌 カル シウムの補強によ っ て, ぞの催奇形性8ま軽減した｡
(2) Saiicylic acid類縁捧(S姐およぴSAL)と代謝物位.4DHBÅおよびge ntisic a cid(2.5D取A))
は投与国数が異なる舶 Aspirin と同等の血中*)レシウム低下作問を肴し, 催奇形性
を示したが, 血中 か レシウふ低下作用をもたない他の類縁捧および代謝物紘催奇形牲
を発現しなか っ た｡
以上 Aspirin 涜発躍奇形性は Salicylic acidの影響とその時の母泳血中および胎陣中
のカ ル シウムの変動(特に低下作用)が, その発敷こ重要な役割をして いると考えられる｡
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輿 6 封筒 ラ ッ 恥 槻 豚艶醗軒 に お 柑 る
低 Ca 亜紀発禁 の 紺 各ニ
ー
二⊃ む ヽ て
第5締において, 触pirin および Salicylic a cidとその輔 醜 代謝物の ⊥ 部舟 醜
‾
ラ ッ トの母捧血中カル シウム健を低下させ, その催奇形牲の 一 因となっ て いることを示し
た｡ 母泳血中カル シウム騰が低下した状態で血液が胎仔に供給されるので, 胎庁側もカル
シウム欠乏症を生じると考えられる｡ そこで母捧の血中カ ル シウム棲の柵酪の為に CaC12
および Ca Glu conate を処理すると Aspirin の催奇形牲が馳成した｡ く7 9)これらの賂果よ
り 楓 1日目の ラ ッ ト胎仔の鹿島にカ ル シウム は重要な役割を持つ と考えられる｡
十方,◆in vivo ラ ッ トにおいて, カ ル シウム代謝の口内変動が組められて いる･く8 0)こと
や母捧と胎仔相互間の か レシウム代謝を経時的に把捉することが困難であるなどの理由か
ら正確にカル シウム(Ca)の胎仔へ の影響につ いて in viv oの実汲系で 披解析できないと考
えられる｡ そこで, これらの問題点を克服するために, またカル シウム の胎仔へ の直接的
な影響を観察する為に in vitr oの実故系につ いて牧村した｡
まず, 遠藤らによる9日鶏抵大陸骨の器官 機 縁を用いて の軟骨細胞から骨形成過程に
おける PTH(謝甲状陳*)レモ ン)とCT(カ ルチトエ ソ)の影響を観客した報告がある｡ (8 h 8 之, 8 3 )
これらの報告によると軟部組織に対する PTH の惟用を鋼ペ た絶私 PTB0.5U/mlで軟骨乾燥
重量と蛋白登が増大した｡ また基本的な細胞成分で ある DNA, RN且に対しても PTH8も その
合成畳を促進する効果を示した｡ また軟骨基東成分で あるコ ラ ー ゲ ン, コ ンドロイ チ ン硫
酸の噂畳が PT破⊆理でさらに促進された｡ 十方 PTH8ま敵 機 成分の分解に は影響を与え
なか っ た｡ .また, コ ン ドロ イチ ン 触 感の最終反応で あるム コ多糖の硫酸化の靖性も
PTEは堵射 場むに つれて促進した｡ 以上の結果より, 堵♯断割叔織において 打H披軟骨
基質の生成を促進し軟骨を鹿島させ る作問を持つ ことを示した｡
一 方, 同様の実験系を用いて , CT5 hU/mlの添加した続免 9日鶏拡大陸骨の凝執成
息 乾燥重畳カiいずれも増加した｡ また噂耗骨の蛋白質畳およびコ ンドロイ テ ン硫酸合成
活性を打は促進した｡ 次に, CTと PT耳を同時捜与した結艶 各々を単独処理した時の促進
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率杏加えた程度を示した｡ つ まりCTと PTnは相加的に軟胃僧職成 示した｡
く朋)
遠藤ら晩 9日鶏駄犬静静の農さ, 乾燥 盛 , 蛋白敦整およぴコ ンドロ イチン硫酸の金成
璃性において PTHおよびCTはすペて増力鵬 過することを報告した｡ そして, 骨組軌こおけ
る PT打とCTの対立的な怖用と披逆に軟骨組織で揺 FrntCTは相加的に飽くことを示唆した｡
しかし, 噸乳執こおけるこのような報告が少ないことから, Aspirin およぴ Salicylic
a cidの持つ 血中カル シウム低下作用とその催奇形轍作用の因果関係を解明する目的で
Ra七 帆ole e mbryo c uttu r eを用いて解析を行な っ た｡
輿1牽 EGT良 を剛 ､た低(Ca) 状態におけるラッ ト 槻 昏仔へ の影響
く実験方法)
wista r系妊娠ラッ ト11 I ljT2日日伊1ug day-0)より胎仔を取り出し回転噂軽装置を用い て
72時間培養した｡ EGT臓 掛ま噂鄭皮内添加経を用いて , 下紀招宴を投与した｡ 対照群は養
潜水嵐 EGTAは訪fdm1 2噂軌 瓢pdm1 2時間, 25pdm12由閤を各々 , 処理した｡ 実
助鮭県は実体顕敏錬(Wild)で観察した｡ 特殊液中のカ ル シウム(Ca) 掛ま∝PC法で珊定した｡
脚
Table19に示したように, EGTA処理によ って替耗液中の*}レシウム健が対照群に比較し
て, EGT且の Ca- キレ ー ト件剛こよ っ て, 用貴に依存して有意に低下した｡ 特にEGTA50pdn1
2時間処理した結果, 噂耗液中のカ ル シウム(Ca) 健は正薄儀の約1/2に織少した｡
これらのEGTA処理による 馳 状態の噂耗披において胎汗を72時間 職 した時の胎伊む拍
数を Figtu e19に示した? EGTA25pdm12 時間およぴ別時間処理した群における脚手心
拍数のパタ ー ンは同じ経過を示し, 対照群に比べEGT且偶 時間内で有意に低下した後, 回
復する｡ この時の増車液中の カ}t,シウム健は両群において同恥こ減少しており(Table19),
その影響は初期に執果を持つ と考えられる｡
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Tab le 19
Effe cts of E GTAo n c alciu mle v el in e mbryo c ul tu r e nlediu m
TT e atm e nt ” Calciu m le v els(mg/dl)
Co ntr o一
EGTA25yg/ml(2hr)
EGTA 2 5p g/ml(24hr)
E GTA 50pg/ml(2hr)
8
1 3
5
5
9.1 5十 0.1 6
6. 93＋ 0.1 9☆
､
7.34＋ 0.2 0★
4.95＋ 0.2 0★
Me a n＋ S. E.
20
1 50
100
<=b
0
P〈O. 001
卜 ー
2 3 4 24 48 72 hrs
Figu re 1 9 E f fe cts of E G T A(2 5叩/ml o r 5 0叩 /ml) o n t he he a rt be at of c ul tu r ed r at e mb ryo s
★ p '0 ･ 0 0 1v s･ c o ntr ol ･ ( ○)c o ntr ol ,( 官)EqT A 2 5岬/m1 2 hr ,(A)EG T A 5O叩 /m 1 2hr ,
(△)E G TA 2 5岬 /zn1 2 4hr .
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Tab le 20 TeratDgerLic ef fe cts Of EUrA indqced-def ici ts in c alcitR IQn C ultur d errbryo 5
Tr e ab11色nt T Brat 叩 nicity
他1 fo 皿 臣d t m (%)
(%) clef t up Curly tai l Shrinkage E den He打払tOm a !4al fom 限d
of yo ほ BaC liJTb
c bntm 1 9 0
孤 2 51Jg/bt1 2 1
(2 burz;)
EXm A2 5ug/m1 8
(24ho ur碁)
E G T A 5 0ug/hah 10
(2 bu r 8)
16/21(77)
6/8 (75)
10/10(100)
0 0
10/21(48) 17/21(81)
2/8 (25) 6/8 (75)
0 0 0 0
0 1/21(5) 4/21(19) 0
o 2/8(25) o o
10/10(10 ) 0 0 5/5(100)
*
N D: rot de 伽 t虐d ★ : F i fty pe r o即 t Of cul tu r ed e mbryos d ied by m A 50岬/瓜 tr eatJT Wt at 4 8 ho u鞘 ･
一 方, 増井液中の *) レシウム健が対照群の約1/2を示したEGT且50紬/m12 時間処理鮮
で は, 胎節 減 数は鮎時間目まで金時掛台秤で対照に比べ有意な低下が組められ, ゃして,
48時間目で8湖 %の培養胎仔が死亡し, さらに他の50%の埼勘合拝もその}t油 掛 噸下し
続けた｡ この こと払む拍運動械熊に か レシウム(Ca) が必嶺であることを示した｡
次にEGTA前処理によっ て噂妊液中のカ)I,シウム(Ca) 構を低下させた, このような状際で
の依存形性につ いて Table20 に示した｡ 奇形発現率はEGTA処理辞すべてにおいて高率を
示した｡ EGTA25由/ml,2時間およぴ24時間処理群で は口唇裂(Cleft lip) や曲短足(Curly
tail) を発現し, さらに yolks a cがわずかに窮糾､した｡ しかし膜の変掛 痛 められなか
っ た｡ 一 方, EGTÅ高用登 別pdml,2時間処世した結果, 堵湊6時間から別時間目にかけ
て強まな yolks a c萎縮症および膜変性が発車し, 噂 削 時間目に半数が死亡した
伊igu re 20,21) ｡ 生存した半数はすペ て下半身(Tail, hirld limb) の成長が抑制された
(Figu r e21) ｡
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Figu r e 2 0 T he shrin kage e ffec t o n yolk sa c by
EG T A- in du c ed hypo c alc e mic c o nd itio n
A:Con tr ol B:E G T A tr e atm e nt
7 0
co ntr ol E G T A
L 50ug/m1
2 hr s, tre atm e nt
Figu re 21 Ter atOgeni
c ef fects of EGT A- indu c ed
by po c alcernic c o nd itio n
弟2章 考･ 寮
. saiまcyiic a cidおよぴ 鼻spiri急 によ っ て発現した萄形のタイプとEGT如こよる助泡状盤
で堵耗した時の奇形と払 拭諾Å25縄/ml 棚藍群で寮駁e)形帝を哀し允｡ しかし胎仔の血液
繊環披普く, この点は S&licylic a cidと異なり, 浮腫奇形が発現しない点は Aspirin 処
御草と異なる｡
胎仔の全身や yolksa cの形成および成最が EGTA処理讃絶勝で溶く, 特に EGTÅ50紬
/
m1
2曙関処理辞さこおける yolks acは Figur e20に示すように, 膜の変性と異常な毒掛尉ヒが
発現した｡ また単数が培養逢8曙関で死亡した漆ヤ2曙関目まで生存した静狩捜すペ て下半身
の成 洲 と後肢の異常, 短足が発沸し Salicylic acidや 鮎piri急とタイプの巣なる重
篤な奇形を程した｡ (Figu r e21)
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十瓦 EGT且低相登諮紗 如 2時間処理と24時間処理の胎仔の障郵こおいて, 大きがなか
っ た点につ いて, EGTA処理2時間と2d時間で 壮噂轟夜中の カル シウム(Ca) 健力嘱】程度の減
少
■
しか示さなか っ た点から, この か レシウム健の変動がこの胎仔成長の抑闇と yolks a c
へ の障害および催奇形性を発現すると考えられる｡
また, 妊娠11日目(休節31-33)の時期の ラッ ト胎仔披 この時斯にカ ル シ ウム低下とい
う環境を与えられると, 鹿島抑嗣が続発したがこの結果は in vitro およぴ in viv oで 一
致した｡ 妊娠11日目(捧節31-33)の噂斯の ラ ッ ト胎仔枕 飾 軌 尾部および四肢の形成
期にあ っ て非常に感 触 ヾ高く, この時期に yolks a cおよび胎仔に障害を与えると
Salicylic a cid の誘発した口唇裂(Cleft lip)や曲尾(Curly tail)が発現しやすいと考え
られる｡
第3章 小 指
(1) EGTAを用いて か レシ ウム(Ca) 低下状態で胎仔を噂蘇した結泉 心拍運動執能に必綾な
かレシサムが不足した為に胎軌 場 数が急激に低下し, 酸素および栄轟分の供給が抵
下したと考えられる｡
(2) 低*)レシウム状態が軽まの噂枕 頭部や尾部の形成異常が組められ 重篤な低 か レシ
ウム状態で8ま下半身の著しい成長抑御が組められた｡ そ して, か レシ サム低下作何が
軽度の時の症状払 Aspirin, および Salicylic a cidの異常と類似して い た｡
以上(1), (2)より妊娠11Ef目(Plugday-0)のラ ッ ト胎仔組織の鹿島および3ilヒにカ ル シウム
(Ca) が重要な役割を持つ と考えられる｡
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線 路
下熱枕海薬である Aspirin の催奇形牲にお抄る惟用につ いて, 馳o且e embryo c ultur e
および in vivo実 姉 を脚 ､て , その発現の滑旺本捧と雅樹執事に つ いて枚柑し, 以下
の縫取を得た｡ また, Whole e mbryo cultu r eを利用した発生新盤 噛 の確立の為に
Amin opyrin eおよび Vita min eBl の静狩へ の影執こつ いて も併せて解析した.
(i) 弛ole e mbryo c ultw eにおいて , Aspirin の発現した奇形は浮漉を伴う全身性の
成長障害であっ た｡ 一 方 Aspirin の中間代謝産物で凝る Salicylic a cidの演舞
した奇形のタイプ8ま局所的な博害である口唇裂や曲短足であっ たが全身の鹿島と状
態は正常で あっ た｡ 以上の結果から, Aspirin と Salicylic acid の催奇形性に明
らかな善が生じた｡
(2) 観々 , 処理した 脚00伽g上滑(S-9)を前処埋した縫取 Salicylic a cid鱗鞄催奇形
性法的IJ2に軽減した｡
(3) Aspirin の他の代謝物である, Gentisic a cidGZ.5DIBA)と Salicylu ric a cidは in
viv .と同軌 Whole 血bryo c ultu r eにおいても, その催奇形性 欄 弱で あ っ た｡
(1ト倒より Aspirin の催奇形性の酒性代謝産物は Aspiri‡泊身と Salicylic a cid であ
っ た｡
(4)Amin opyrin e(AM) 処理において 払 前額部の形成異常および下半身の鹿良緋軌
また AM の代謝産物の4- Am 加a ntipyrin e(AA) 処理において は胎伊へa)影響はな
い ことが確酪された｡
(5) Vi
'
ta min Bl は欠芝症において, よく大量投与される鍋 in viv oにおいて8ま礎希
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形牲の報告は少ない ｡ 同様にWhole 切ぬTyO Cqlもtw e において, 大量投尊(Vita min Bl,
7船押′m1 2時 脚 した縫艶 ラ ッ ト培耗胎仔は正常であ っ た｡
(1ト倒まで の結果から, in vivo において催奇形牲の報告のあるもの接 触pirin' 軌
salicylic acid,)軌ole 血bryo cultur eにおいても, in viv oと同様に同静掛こ催奇
形性を発現し, 報知Dない もの 披 (姐 , 2.5D軌 Vita minBl, Sat,icylu ric a cid) 発
萌せS, Whole embryo cultur eの精定は非常に高いと考えられる.
(6) Aspirin5㈱Fdm12 噂 附 させた縫取 yolks a cの表面を走る血管の形成が抵
下し著しい蛋白変牲が起こり, 申の噂凍胎仔も障害をうけた｡ しかし, 胎盤の血液
楯勤5正常なことから Aspirin払 yolks a c膜を浸潤して胎仔に到達し障害を与え
ると考えられる｡
(T) Aspirin 処理鮮の培養胎仔の顔面突起における組織切片を肺肝した絵札 間薬師胞
の配列が悪く, 染色される細陶の数が少なか っ た｡ 一 方, Salicylic a cid の処理し
た絶私･Åspirin よりは軽疫であるが上反の 朝財ヒカ下車篤な障蓄を示し, 間 謝
胞も上定に近い部分が障害をうけ串｡ .
(6),(7陀 且spirin および Salicylic a cidの僻野形牲は胎仔隈と胎仔組織へ の影響によ
ると示唆した｡
(8) Salicylic acid誘発口唇裂と曲短足は特殊初 馴こ Salicylic a cidを短時間作用
させたあと噂淋0時間目･までは明確に発現しなか っ た舶 72喝聞目でその垂直の樺
審が発現した. そ して堵耗00時間目と72時間目の nas alpr甲in e n c eの賓自費は
salicylic a cid6抑拘/ml(2時間松野で有意に低下した｡ よ っ て Salicylic a cid
の催奇形性(特に口唇裂)8ま噂瀬抑時間目からの na salprwin e nc eが隆起するのを
74
抑糾する為に発現することを示唆した｡
(9) in viv oにおける, Aspirin 棚 菌形性札 妊娠10,1 ほ 目の母線血沖カル シウム
健の膝下と並行して 耕 しカ ル シウム の樽掛こよっ て敢城した｡ 十鼠 Salicylic
acid の軸 捧で ある S凪 SALと代謝物の 2.4DHB且, 2.5D取A也entisic a cid)の反
攻投尊の繊果も血中カ ル シウム徳性下淀番示し催奇形牲を有した｡
姻 ラ ッ ト胎仔を低カ ル シウム状態で噂妊した結果, 髄渡カル シウム膝下灸件で8潤 部
や尾部の形成異常が, 亜まの低カ ル シウム状態でもま下半身の著しい鹿 洲 が経め
られた｡
(9),㈹ の縫集において, in viv oの母捧の血中か レシサム低下は 触pirina)催奇形陰に
影響があると考えられる｡ 凌た, in viもr o与羊おはるカ ル シウム低下状態での肋伊
- の影
響払 胎仔の鹿島抑制が組められた｡
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